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1 1 Einleitung und theoretische Grundlagen 
1 Einleitung und theoretische Grundlagen 
 
1.1 Offene Frakturen 
 
1.1.1 Klassifikationen von offenen Frakturen 
 
Neben den einheitlichen Klassifikationen für Frakturen und Weichteilschäden der 
Arbeitsgemeinschaft für Osteosynthesefragen (AO) wird im europäischen Raum die 
Klassifikation nach Tscherne und Oestern und im angloamerikanischen Raum, die in 
dieser Arbeit verwendete Klassifikation für offene Frakturen nach Gustilo und Anderson 
bevorzugt ((Tab. 1); Gustilo und Anderson, 1976). Die Einteilung in drei Grade 
entsprechend der klinischen Manifestation korreliert mit der Inzidenz der 
Komplikationsrate und dem klinischen Outcome (Cole et al., 1995; Crowley et al., 
2007; Gustilo und Anderson, 1976; Gustilo et al., 1984). 
 
 
Tabelle 1: Klassifikation offener Frakturen nach Gustilo und Anderson 
 
1.1.2 Ätiologie und Epidemiologie von Tibiafrakturen 
 
Die Tibiafraktur stellt mit einer Inzidenz von 17-21/100.000 Personen die häufigste 
Fraktur eines langen Röhrenknochens beim Menschen dar und wird in der Regel durch 
ein Hochrasanztrauma verursacht. Häufigste Ursache sind Verkehrsunfälle (37,5%) 
Grad I Hautwunde <1cm, nicht verschmutzt, Durchspießung von innen, minimale 
Muskelkontusion, einfache Quer- oder kurze Schrägfraktur. 
Grad II Hautwunde >1cm, ausgedehnter Weichteilschaden mit Lappenbildung oder 
Décollement, mittelgradige Muskelquetschung, einfache Quer- oder kurze Schrägfraktur 
mit kleiner Trümmerzone. 
Grad III Ausgedehnter Weichteilschaden mit 
Zerstörung von Haut, Muskel, neurovaskulären 
Strukturen, Hochrasanztrauma mit schwerer 
Gewebequetschung. 
IIIA: Ausgedehnter Weichteilschaden 
mit noch adäquater Knochendeckung, 
Stück-, und Schussfrakturen. 
IIIB: Ausgedehnter Weichteilschaden 
mit Deperiostierung und freiliegendem 
Knochen, massive Kontamination. 
IIIC: Rekonstruktionspflichtige neuro-
vaskuläre Verletzung. 
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gefolgt von Sportunfällen (30,9%) und Stürze aus unterschiedlicher Höhe (26,5%), so 
dass das mittlere Alter der Patienten mit 40,4 Jahren für distale, mit 31,3 Jahren für 
Schaft und mit 49,8 Jahren für distale Frakturen vergleichbar niedrig ist. Selten sind 
pathologische Frakturen, auch Spontanfrakturen genannt, die aufgrund einer 
systemischen oder lokalen Destruktion der Knochensubstanz die Knochenstatik soweit 
negativ beeinflussen, dass der Knochen ohne adäquates Trauma frakturiert (Court-
Brown und Caesar, 2006; Hansen et al., 2002).  
 
Häufigste Frakturlokalisation ist die Diaphyse (41-44%), gefolgt vom distalen (37-48%) 
und proximalen Drittel (8-22%). Sowohl die auf die Tibia einwirkenden Kräfte eines 
Hochrasanztraumatas, als auch die geringe Weichteildeckung im anteromedialen 
Bereich führen zu einem Anteil von 23,5% offener Verletzungen bei allen Tibiafrakturen 
(Cole, 1998; Court-Brown et al., 1998). Die offene Tibiafraktur stellt mit 44,5% (Court-
Brown et al., 1998) und die offene Schaftfraktur mit 36,7% die häufigste offene Fraktur 
eines langen Röhrenknochens dar (Court-Brown und Caesar, 2006). 
 
Circa 64% der offenen Tibiafrakturen sind im Schaftbereich lokalisiert, entsprechend 
15% der Gesamtheit von offenen und geschlossenen Tibiafrakturen. Die offenen 
Tibiafrakturen verteilen sich in ihrer Häufigkeit (Abb. 1) anhand der Gustilo und 
Anderson Klassifikation wie folgt: 
 
 
 
Abbildung 1: Häufigkeitsverteilung offener Tibiaschaftfrakturen 
Modifiziert nach Papakostidis et al., 2011. 
 
Die Häufigkeit drittgradig offener Frakturen verdeutlicht, dass offene 
Tibiaschaftfrakturen regelmäßig mit ausgedehnten Schäden des Haut- und 
Weichteilmantels einhergehen. Dies ist insofern von prognostischer Bedeutung, da 
höhergradige Frakturen mit einer signifikant höheren Komplikationsrate und 
schlechterem klinischen Behandlungsergebnis assoziiert sind als Frakturen, die als 
erst- oder zweitgradig klassifiziert werden (Papakostidis et al., 2011).  
Offene Tibiafrakturen 
17,3% Grad I 25,4% Grad II 57,3% Grad III 
 37,9% Grad IIIA 46,5% Grad IIIB 14,5% Grad IIIC 
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1.1.3 Behandlung offener Tibiaschaftfrakturen 
 
Die Behandlung offener Tibiafrakturen erfordert komplexe und individuell auf den 
Patienten abgestimmte Therapiealgorithmen, die einerseits durch den Schweregrad 
der Verletzung anhand der Gustilo und Anderson Klassifikation und andererseits durch 
den Allgemeinzustand des Patienten maßgeblich beeinflusst werden. 
 
Die Behandlung umfasst die notfallmedizinische Versorgung des Patienten zur 
Sicherung und Stabilisierung der Vitalfunktionen, die klinische Untersuchung zur 
Klassifikation der Fraktur, die operative Versorgung bestehend aus primär-definitiver 
oder zweizeitiger sekundär-definitiver Osteosynthese, sowie die anschließende 
Rehabilitation. Eventuell sind weitere rekonstruktive Eingriffe zur Wiederherstellung 
von knöchernen Strukturen und des Weichteilmantels erforderlich. 
 
Initiale Versorgung  
Mehr als die Hälfte der Patienten mit offenen Tibiafrakturen sind polytraumatisiert und 
werden innerklinisch nach den Leitlinien des Advanced Trauma Life Support (ATLS) 
versorgt (American College of Surgeons Comitte on Trauma, 2008; Court-Brown et al., 
2008). Mit Ausnahme von aktiven Blutungen (Chapman und Olson, 1996) schließt sich 
dann unverzüglich die ausführliche klinische Untersuchung und operative 
Erstversorgung der frakturierten Tibia im Operationssaal unter sterilen Bedingungen an 
(Gregory und Sanders, 1995).  
Besonderes Augenmerk liegt hier auf dem Ausmaß der Weichteilschäden und dem 
neurovaskulären Status, um die Fraktur anhand der Kriterien der Gustilo und Anderson 
Klassifikation zu klassifizieren. Zusätzlich stellt die Anfertigung von Röntgenbildern in 
zwei Ebenen, inklusive dem angrenzenden Knie- und Sprunggelenk, einen obligaten 
Bestandteil der Diagnostik dar (Mashru et al., 2005). Bei offensichtlicher grober 
Fehlstellung oder Dislokation von größeren Knochenfragmenten wird die Tibia initial 
reponiert um den Druck auf die Weichteile zu reduzieren und weitere neurovaskuläre 
Schäden zu verhindern (Tscherne, 1984). Die Indikation zur Angiographie ist bei 
fehlenden peripheren Pulsen und/oder einem Knöchel-Arm-Index von <0,9 gegeben 
(Melvin et al., 2010a). Insbesondere bei Grad IIIC- Frakturen mit obligaten 
neurovaskulären Verletzungen muss in Abhängigkeit vom Gesamtzustand des 
Patienten und Ausmaß rekonstruktionspflichtiger Gefäß- und Nervenverletzungen die 
primäre Amputation zur Reduktion der Letalität („life before limb“) erwogen werden. 
Dies erklärt Amputationsraten von 16,6% (Soni et al., 2012) bis zu 78% (Flint und 
Richardson, 1983). 
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Antibiotikaprophylaxe 
Offene Tibiafrakturen sind vulnerabler für Infektionen als offene Frakturen anderer 
Röhrenknochen und zeigen eine doppelt so hohe Infektionsrate von 10,5% respektive 
5,3% (Gustilo et al., 1984). Die prä- und intraoperative Anlage von Bakterienkulturen ist 
mit einem positiven Vorhersagewert von 8% ebenso wie die unmittelbar postoperative 
Anlage von Bakterienkulturen, die in 42% zu einem positiven Wachstum mit einem 
hohen Anteil von 75% falsch-positiven Ergebnissen führt, nicht zu empfehlen (Lee, 
1997; Valenziano et al., 2002).  
 
Auf Grund des hohen Infektionsrisikos von offenen Tibiafrakturen wird so früh wie 
möglich mit einer systemischen Antibiotikaprophylaxe begonnen (Patzakis und Wilkins, 
1989). Über die Dauer der Antibiotikagabe herrscht ebenso Uneinigkeit wie über die 
Auswahl des Antibiotikums. Gesichert scheint, dass eine spezifische Prophylaxe gegen 
gramnegative Bakterien die Infektionsrate nicht senkt. Für erstgradig offene Frakturen 
scheint die Gabe eines Cephalosporins der ersten Generation (z.B. Cefazolin) 
ausreichend zu sein (Hauser et al., 2006). Alternativ kann ein Fluorchinolon (z.B. 
Ciprofloxacin) eingesetzt werden (Patzakis et al., 2000), welches unter Umständen 
negativen Einfluss auf die Knochenheilung ausübt (Huddleston et al., 2000). Zur Zeit 
wird in der Regel für zweit- und drittgradig offene Frakturen eine Kombinationsantibiose 
aus mindestens zwei verschiedenen Substanzen, bestehend aus einem Cephalosporin 
der zweiten Generation und einem Aminoglykosid, empfohlen um das typische 
Erregerspektrum von Knocheninfektionen ─ grampositive Kokken und gramnegative 
Bakterien ─ ausreichend abzudecken (Gustilo et al., 1990; Olson und Schemitsch, 
2003).  
 
Die optimale Dauer einer Antibiotikaprophylaxe wird kontrovers diskutiert. Einige 
Autoren favorisieren eine dreitägige initiale Antibiotikatherapie und eine weitere 
dreitägige Antibiotikagabe nach jeder weiteren Intervention (Gustilo et al., 1990). 
Andere Autoren empfehlen die Fortführung der Antibiotikatherapie für 24 Stunden nach 
erstmaliger vollständiger Defektdeckung (Gillepsie und Walenkamp, 2010). Für die 
zusätzliche Applikation von antibiotikabeschichteten Ketten zur lokalen 
Infektionsprophylaxe gibt es keine ausreichende evidenzbasierte Empfehlung (Henry et 
al., 1990). Einige Autoren nutzen antibiotikahaltigen Zement als Platzhalter bei großen 
segmentalen Defekten der Tibia und füllen die um den Zement entstandene 
synoviaähnliche Fremdkörpermembran nach Entfernung des Zements mit autologem 
oder allogenem Knochenmaterial auf (Masquelet et al.; 2000; Pelissier et al., 2004; 
Ristiniemi et al., 2007).  
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Wundmanagement 
Vor der operativen Stabilisierung der Fraktur erfolgt innerhalb von sechs Stunden eine 
ausgiebige Wundtoilette bestehend aus Spülung und Débridement. Dabei wird 
nekrotisches Weichteil- und Knochengewebe exzidiert und ein vitaler Wundgrund 
geschaffen. Bei drittgradig offenen Frakturen ist aufgrund der massiven 
Gewebetraumatisierung die initiale Unterscheidung von vitalen und avitalen Arealen 
nur eingeschränkt möglich, so dass häufig in Intervallen von 48 bis 72 Stunden erneut 
eine Wundtoilette durchgeführt wird, um nekrotisch gewordenes Gewebe zu entfernen 
(Sanders et al., 1994). Nach Exzision schließt sich die Spülung mit isotonen Lösungen 
an, um verbliebenes kontaminiertes Fremdmaterial auszuspülen und die Bakterienlast 
der Wundfläche zu senken. Anglen (2001) empfiehlt 3 Liter Spülflüssigkeit für Grad I- 
Frakturen, 6 Liter für Grad II- Frakturen und 9 Liter für Grad III- Frakturen. 
 
Osteosynthese 
Für die osteosynthetische Versorgung offener Tibiafrakturen wird der Fixateur externe, 
die Plattenosteosynthese und die Marknagelosteosynthese angewandt. Der Fixateur 
externe nimmt insofern eine Sonderstellung ein, da er im Gegensatz zur Platten- und 
Marknagelosteosynthese als temporäres und definitives Verfahren bis zur 
vollständigen knöchernen Konsolidierung eingesetzt werden kann (Beardi et al., 2008; 
French und Tornetta, 2002; Giannoudis et al., 2006a; Melvin et al., 2010b). 
Primäre Entscheidungskriterien für die Auswahl des Osteosyntheseverfahrens sind der 
Allgemeinzustand des Patienten und der Grad der Weichteilverletzung. Mehr als die 
Hälfte der Patienten sind polytraumatisiert (Court-Brown et al., 2008). Für diese 
Patienten verbieten sich ─ bei vitaler Bedrohung ─ langdauernde umfassende 
Eingriffe, die zu einer weiteren Kompromittierung des Allgemeinzustandes führen. In 
diesen Fällen wird zunächst ein Fixateur externe angelegt bis der Patient stabil genug 
für eine definitive Osteosynthese ist. Ist der Patient akut vital bedroht, und hat zudem 
eine hochgradige offene Unterschenkelfraktur muss unter Umständen der 
Unterschenkel amputiert werden um das Leben des Patienten zu retten (Sears et al., 
2012; Soni et al., 2012).  
 
Die Plattenosteosynthese wird nur selten am Tibiaschaft angewandt, da sie mit 
zahlreichen Nachteilen verbunden ist. Um die Platte fest verankern zu können, wird der 
Knochen großzügig freipräpariert, so dass ein weiterer Weichteilschaden entsteht. Die 
Knochenperfusion wird insbesondere durch die Freilegung der Tibiavorderkante 
kritisch reduziert. Gleichzeitig muss die Platte vollständig vom Muskelmantel bedeckt 
sein. Resultierende Infektionsraten von 32% bei Einzelplattenosteosynthesen und 
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87,5% bei Dopppelplattenosteosynthesen haben dazu geführt, dass die 
Plattenosteosynthese kaum noch Anwendung findet (Young und Barrack, 1994). 
Zudem ist die Plattenosteosynthese übungs-, jedoch nicht belastungsstabil und es 
kommt in 12% zum Materialversagen (Bach und Hansen, 1989).  
 
Die zwei gängigsten Verfahren sind der Verriegelungsmarknagel und der Fixateur 
externe. Beide haben den Vorteil, dass der Knochen nicht freipräpariert wird und kein 
zusätzlicher iatrogener Schaden entsteht, so dass die Perfusion des Knochens über 
periostale Gefäßgeplexus erhalten bleibt (Young und Barrack, 1994). 
 
Das Prinzip der Marknagelosteosynthese sieht die frakturferne Eröffnung des 
Markraumes und anschließendes Vorschieben des Implantates vor. Dadurch wird die 
Fraktur gleichzeitig reponiert und intramedullär geschient. Anschließend wird der 
Marknagel durch Verriegelungsbolzen gegen Rotation und Dislokation geschützt. 
Zudem sind verriegelte Marknägel primär belastungsstabil und ermöglichen die rasche 
Mobilisierung des Patienten (Hohmann et al., 2007).  
Das Einbringen des Marknagels in aufgebohrter oder unaufgebohrter Technik wird 
kontrovers diskutiert. Im Tierversuch führte das Aufbohren des Markkanals zu einer 
stärkeren Reduktion der endostalen Durchblutung und zusätzlich zu thermalen 
Nekrosen, so dass häufiger Infektionen, Pseudarthrosen und infizierte Pseudarthrosen 
beobachtet wurden als bei der Implantation nicht aufgebohrter Marknägel (French und 
Tornetta, 2002; Klein et al., 1990; Schemitsch et al., 1994 und 1995). Klinische Studien 
und Metaanalysen konnten diesbezüglich keine statistisch signifikanten Unterschiede 
aufzeigen, so dass die aufgebohrte Technik zunehmend mehr Anwendung findet. 
Durch das Aufbohren des Markkanals können stabilere Marknägel mit größerem 
Durchmesser implantiert werden. Zudem verklemmt sich der Markangel mit dem 
Knochen und es resultiert durch die festere Implantat-Knochen-Verbindung eine 
geringere Rate an Materialversagen, verzögerten Heilungen und Pseudarthrosen (Attal 
und Blauth, 2010; Bhandari et al., 2001; Finkemeier et al., 2000; Keating et al., 1997).  
Beide Techniken reduzieren in unterschiedlichem Ausmaß die intramedulläre 
Blutversorgung, führen zu einer Erhöhung des Kompartmentdrucks und schwemmen 
Knochenmark in die systemische Zirkulation ein (Gautier et al., 1992). 
Eingeschwemmtes Gewebe kann insbesondere bei Patienten mit multiplen Frakturen, 
Thoraxtrauma und/oder vorbestehenden strukturellen Lungenerkrankungen die 
Oxygenierung des Blutes kritisch reduzieren. In diesen Fällen ist die primäre 
Versorgung mit einem Marknagel kontraindiziert (Edwards et al., 1988; Gilepsie und 
Walenkamp, 2010; Hedequist et al., 1999). 
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Auch die operative Erfahrung und Fertigkeit des Operateurs sind von Bedeutung. Die 
achsgerechte Implantation des Marknagels über die Tuberositas tibiae ist technisch 
wesentlich anspruchsvoller als die Anlage eines Fixateurs externe. Befindet sich die 
Insertionsstelle medial der Schaftachse entsteht eine Valgus- und bei lateralem 
Versatz eine Varusfehlstellung. Ein zu weit distaler Eintrittspunkt führt zu einer 
Rekurvationsstellung. Fehlstellungen wurden, insbesondere bei mehrfragmentären 
Frakturen, bei bis zu 58% der Marknagelosteosynthesen beobachtet (Freedman und 
Johnson, 1995). Ein nicht achsgerecht positionierter Marknagel ist weitaus höheren 
mechanischen Belastungen ausgesetzt und versagt häufiger. In Extremfällen kann es 
intraoperativ zur Fissurbildung, bis zur Sprengung des Knochens kommen (Ahlers und 
von Issendorf, 1992).  
 
Das Prinzip des Fixateur externe beruht auf dem perkutanen Einbringen von Pins, die 
durch äußere Verbindungsstücke baukastenartig starr miteinander verbunden werden 
und ohne großen Aufwand an nahezu jede Fraktursituation individuell angepasst 
werden können. Der entscheidende Nachteil liegt in den sogenannten Pin-Track-
Infektionen. Der perkutane Pin verbindet den Knochen mit der Umwelt, so dass es 
unweigerlich zu einer Besiedlung des Pins mit Bakterien der Haut kommt, die in einer 
durch den Pin fortgeleiteten tiefen Knochen- und Weichteilinfektion münden kann. Je 
länger der Fixateur verwendet wird, desto höher die Infektionswahrscheinlichkeit. 
Infektionsraten von 100% wurden bereits beobachtet (Stokel und Sadasivan, 1991), so 
dass unter Berücksichtigung der Weichteilverhältnisse von der externen Fixation auf 
eine intramedulläre Osteosynthese umgestiegen wird (Edwards, 1983; Krettek, 2001; 
Siebenrock et al., 1993). 
 
Für die Behandlung klinisch stabiler Patienten und Patienten mit isolierter offener 
Tibiaschaftfraktur hat sich zur Auswahl des Osteosyntheseverfahrens die Klassifikation 
von Gustilo und Anderson durchgesetzt. Für Grad I- Frakturen hat sich die primär 
definitive Marknagelosteosynthese bewährt (Court-Brown et al., 1990). Für zweitgradig 
und drittgradig offene Tibiafrakturen hat sich aufgrund der Schwere der 
Weichteilverletzung zunächst die temporäre Anlage eines Fixateurs externe bewährt, 
(Bone et al., 1994; Henley et al., 1998; Melvin et al., 2012b, Schandelmaier et al., 
1995), obwohl einige Autoren in ausgesuchten Fällen die primäre Marknagelung auch 
bei Grad IIIA- und IIIB- Frakturen erfolgreich durchgeführt haben (Henley et al., 1998; 
Schandelmaier et al., 1995, Tornetta et al., 1994; Tu et al., 1995). Die Behandlung von 
Grad IIIC- Frakturen fokussiert zunächst auf den Versuch der Erhalt der Extremität 
oder alternativ die primäre Amputation. Das lokale Verletzungsmuster (insbesondere 
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Gefäß- und Neurostatus) und die Gesamtverletzungsschwere des Polytraumas 
entscheiden über das weitere Vorgehen nach dem Grundsatz „life bevor limb“. Nach 
erfolgreicher Wiederherstellung der Perfusion des Unterschenkel wird die Behandlung 
zunächst mit dem Fixateur externe begonnen (Rixen et al., 2005; Sears et al., 2012; 
Soni et al., 2012). 
 
Der Verfahrenswechsel von externer Fixation zu intramedullärer 
Marknagelosteosynthese erfolgt, sobald der Patient durch den Eingriff nicht zusätzlich 
gefährdet wird und die Weichteilkonsolidierung abgeschlossen ist. Ein 
Sicherheitsintervall zur Infektionsprophylaxe zwischen Entfernung des Fixateurs 
externe und Implantation des Marknagels wird als nicht mehr notwendig erachtet 
(Ueno et al., 2006). Die Infektionsrate ist im Wesentlichen abhängig von der Dauer der 
externen Fixation (Bhandari et al., 2005). 
 
Wundverschluss 
Nach Durchführung der Osteosynthese wird die Wunde primär oder sekundär 
verschlossen. Ein primär direkter Wundverschluss erfordert eine ausreichende 
muskuläre Deckung des Knochens und die spannungsfreie Naht der Haut. Dies trifft für 
Frakturen Grad I bis IIIA zu (Hohmann et al., 2007). IIIB- und IIIC-Frakturen sind 
definiert durch massive Weichteilschäden mit Deperiostierung des Knochens und 
erfordern die obligate Rekonstruktion des Weichteilmantels.  
Zur Überbrückung bis zum sekundär-definitiven Wundverschluss kann eine 
Vakuumtherapie (V.A.C= vacuum assisted closure) durchgeführt werden. Dabei wird 
ein Schwamm in die Wunde eingelegt, mit einer luftdichten Folie versiegelt und über 
einen Saugnapf, der mit einer Pumpe verbunden ist, wird ein Unterdruck erzeugt. Die 
Bildung eines vitalen Wundgrundes mit Granulationsgewebe wird beschleunigt 
(DeFranzo et al., 2001). Die Vakuumtherapie senkt die Rate an freien Lappenplastiken 
ohne die Infektionsrate zu beeinflussen, so dass dennoch eine zügige 
Weichteilrekonstruktion angestrebt wird (Bhattacharyya et al., 2008). Die 
Vakuumtherapie wird auf Grund der geringeren Infektionsrate einer vorübergehenden 
Wunddeckung mit Kunsthaut (Epigard®) bevorzugt (Labler et al., 2004). 
 
Weichteil- und Knochenrekonstruktion 
Die Weichteilrekonstruktion ist essentiell für die Knochenheilung und bietet Schutz vor 
nosokomialen Infektionen. Über den optimalen Zeitpunkt besteht weiterhin Uneinigkeit. 
Tendenziell wird eine möglichst frühe Weichteildeckung angestrebt. Rekonstruktive 
Weichteiloperationen sollten nicht später als 10 Tage nach Trauma erfolgen, da eine 
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spätere Durchführung mit einer erhöhten Infektionsrate und Versagen von 
Lappenplastiken assoziiert ist (Fischer et al., 1991). In einer Studie wird sogar die 
sofortige Durchführung einer Lappenplastik nach unaufgebohrter Marknagelung 
empfohlen (Tielinen et al., 2007). Andere Autoren hingegen präferieren einen Zeitraum 
innerhalb von 72 Stunden nach Trauma (Fischer et al., 1991; Godina, 1986).  
Für die Weichteildeckung sind zahlreiche Lappenplastiken beschrieben, die sich nach 
Größe, Volumen und Lokalisation des Defektes richten. Man unterscheidet die 
Fernlappenplastik von der Nahlappenplastik, die bei einer vorhandenen präparierbaren 
Gefäßachse als axiale (axial pattern flap) oder gefäßgestielte Lappenplastik bezeichnet 
wird. Davon zu unterscheiden sind die freien Lappenplastiken ohne definiertes 
versorgendes Gefäß (random pattern flaps), das heißt mit zufälligem 
Durchblutungsmuster (Dragu et al.; 2008). Im Mittelpunkt steht, neben der suffizienten 
Auffüllung des Defektes, die Verbesserung der Vaskularisierung, so dass die alleinige 
Hauttransplantation deren Versorgung durch Diffusion erfolgt, meist nicht ausreicht. 
Eine bessere Vaskularisierung besitzen fasziokutane und myokutane Lappen. 
Insbesondere verschiedene Formen der Muskellappenplastiken eignen sich zur 
Deckung des freiliegenden Knochens (Lehnhardt et al., 2004) Dies kann 
beispielsweise durch einen Gastrocnemiusschwenklappen oder bei massiver 
Kontusion der Unterschenkelmuskulatur durch einen gefäßgestielten Muskellappen 
erfolgen (Cole et al., 1995, Pollak et al., 2000; Yazar et al., 2006). 
 
Zur Rekonstruktion segmentaler Knochendefekte sind verschiedene Formen der 
Defektdeckung möglich. Für segmentale Defekte >6cm finden osteokutane Lappen 
Anwendung, von denen der osteokutane Fibulalappen das Standardverfahren darstellt. 
Alternativen sind die osteokutane Skapula- und Beckenkammplastik (Ostermann und 
Bora, 1984; Weiland et al., 1983).  
Eine andere Möglichkeit stellt die autologe oder allogene Spongiosaplastik dar. 
Spongiosa, die meist vom Beckenkamm entnommen wird, ist wie eine osteokutane 
Lappenplastik mit zahlreichen Nachteilen verbunden. Dazu gehört die Verlängerung 
der Operationsdauer, die Begrenztheit am Ort der Entnahme, eine verminderte 
mechanische Belastbarkeit der Explantationsstelle, sowie ein Risiko für Blutungen und 
Infektionen am Ort der Entnahme (Niedhart et al., 2003). Zudem besteht die Gefahr, 
dass das Transplantat partiell oder als Ganzes nicht anwächst, nekrotisch wird, und 
entfernt werden muss (Rueger et al., 1996). Kommerziell erhältliche allogene 
Spongiosa hat den gravierenden Nachteil, dass nach Aufbereitung und 
Kryokonservierung die Osteoinduktivität verloren geht und das osteogenetische 
Potenzial rein auf den osteokonduktiven Eigenschaften beruht. Darüber hinaus können 
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Infektionen vom Spender auf den Empfänger übertragen werden. Dabei stehen 
Infektionen mit dem HI-Virus oder Hepatitis- Viren an erster Stelle (Niedhart et al., 
2003).  
 
Neben der komplikationsreichen, langwierigen und für den Patienten unkomfortablen 
Kallusdistraktion, sind seit einiger Zeit rekombinant hergestellte Bioproteine zur 
Induktion der Osteogenese verfügbar, von denen BMP-2 zur Behandlung offener 
Tibiafrakturen zugelassen ist. In einer multizentrischen prospektiven randomisierten 
Studie senkte die zusätzliche Applikation von rekombinant hergestelltem Bone 
Morphogenetic Protein-2 (rhBMP-2) in einer Konzentration von 1,5 mg/ml statistisch 
signifikant die Infektionsrate, die Anzahl sekundärer Eingriffe und beschleunigte die 
Frakturheilung (Govender et al., 2002). Eine Subgruppenanalyse für Typ IIIA- und IIIB- 
Frakturen, in die zusätzlich 60 Patienten einer nicht veröffentlichten US- 
amerikanischen Studie einbezogen wurden, bestätigte die positiven Effekte von 
rhBMP-2 (Swiontkowski et al., 2006). 
 
1.1.4 Komplikationen und Ergebnisse der Behandlung offener Tibiaschaft-
frakturen 
 
Die Komplikationsrate korreliert positiv mit der Klassifikation nach Gustilo und 
Anderson (Gustilo und Anderson, 1976; Kai et al., 1998). Vier schwerwiegende 
Komplikationen bestimmen maßgeblich das klinisch erreichbare Behandlungsergebnis. 
Dies sind tiefe Weichteil- und Knocheninfektionen, die verzögerte oder ausbleibende 
Frakturheilung, das Kompartmentsyndrom und die Unterschenkelamputation. RhBMP-
2 konnte die Rate an diesen Komplikationen in einer 450 Patienten umfassenden 
prospektiven multizentrischen Studie statistisch signifikant senken. 
Hauptwirkungsmechanismus scheint die gesteigerte Osteogenese zu sein, die obligat 
mit einer verstärkten Angiogenese einhergeht (Govender et al., 2002). 
 
Infektion 
Schwerwiegendste und therapeutisch komplexeste Komplikation ist die tiefe Knochen- 
und Weichteilinfektion, die durch osteolytische Prozesse eine Frakturkonsolidierung 
verhindert und bei Persistenz unweigerlich in einer infizierten Pseudarthrose mündet. 
Für posttraumatische Infektionen sind vor allem Bakterien relevant. Pilze, Parasiten 
und Viren spielen eine untergeordnete Rolle. Erstgradige Frakturen haben kumulativ 
eine Infektionsrate von 1,8% im Vergleich zu 17,5% bei drittgradig offenen 
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Tibiaschaftfrakturen (Court-Brown et al., 1991). Die Terminologie einer 
Knocheninfektion wird nicht stringent verwendet. Die Osteitis entsteht durch einen 
zentripetalen und die Osteomyelitis durch einen zentrifugalen Infektionsweg, so dass 
hier für die posttraumatische Infektion durch exogene bakterielle Kontamination der 
Begriff der Osteitis verwendet wird. Bestehen klinische Symptome, wie Schmerz, 
Schwellung, Rötung, Sekret- und Eitersezernierung über vier Wochen hinaus, spricht 
man von einer chronischen Infektion, die sich meist posttraumatisch entwickelt 
(Schnettler und Alt, 2004). 
 
Mehr als die Hälfte der Knocheninfektionen werden durch Staphylokokken verursacht. 
Der absolut häufigste Erreger ist Staphylococcus aureus mit einem Anteil von 35%, 
von denen 19% Methicillin-resistent sind, entsprechend 7% der Gesamtinfektionen. 
Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) verursachen 13-16% der Infektionen, 
gefolgt von Enterokokken (13%) und Enterobakterien (11-12%) (Scheithauer et al., 
2012). Schätzungen gehen davon aus, dass 44% der Infektionen nosokomialen 
Ursprungs sind (Patzakis und Wilkins, 1989). 
Ursachen für die Häufigkeit von staphylogenen posttraumatischen Infektionen sind 
einerseits immundefizitäre devaskularisierte und nekrotische Gewebeareale an die 
Staphylokokken über adhäsive Oberflächenmoleküle, sogenannte MSCRAMMs 
(microbial surface components recognising adhesive matrix molecules), binden 
können, und andererseits die Kolonisierung des einliegenden Osteosynthesematerials.  
 
Sowohl devitalisiertes Gewebe, als auch Fremdkörperoberflächen prädisponieren zur 
Biofilmbildung (Akiyama et al., 2007; Ziran, 2007). Der Biofilm bietet effektiven Schutz 
vor der Immunantwort des Wirtes und erhöht zur Eradikation erforderliche 
Antibiotikakonzentrationen um den Faktor 1000 (Xu et al., 2000). Zudem können einige 
in Biofilm eingebettete Bakterienstämme von einer stoffwechselaktiven planktonischen 
Form in eine metabolisch sehr ökonomische sessile Form übergehen, die zusätzlich 
durch eine reduzierte Aufnahme von Antibiotika vor hohen intrabakteriellen 
Antibiotikakonzentrationen schützt (Beveridge et al., 1997). Einige Stämme von 
Staphylococcus aureus besitzen als Besonderheit die Fähigkeit als sogenannte „small 
colony variants“ endozytotisch in Osteoblasten, als auch Endothel- und Epithelzellen 
aufgenommen werden zu können. Die intrazelluläre Persistenz scheint Ursache für 
wiederholt erfolglose Eradikationsversuche und Rekurrenz der Infektion zu sein (Reott 
et al., 2008). 
Die Therapie der Osteitis trägt dem pathophysiologischen Entstehungsmechanismus 
Rechnung, indem avitales Knochen- und Weichteilgewebe radikal reseziert wird und 
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der Defekt durch rekonstruktive Weichteil- und Knochenoperationen ─ mit dem Ziel der 
Revaskularisierung ─ gedeckt wird. Nur bei innerhalb von sechs Wochen auftretenden 
Frühinfektionen und stabilen Knochenverhältnissen kann versuchsweise das 
Osteosynthesematerial in-situ belassen werden. Spätinfektionen und/oder instabile 
Knochenverhältnisse erfordern das Entfernen des Osteosynthesematerials und 
Konversion zu externer Fixation. Zusätzlich wird eine systemische Antibiotikatherapie 
begonnen, die durch antibiotikabeschichtete Ketten um eine lokale Therapie ergänzt 
wird (Mouzopoulos et al., 2011). Kann die Infektion über einen langen Zeitraum nicht 
kontrolliert werden oder ist mehrfach rekurriert, muss mit dem Patienten eine 
Amputation diskutiert werden, um transiente Bakteriämien mit etwaigen metastatischen 
Bakterienabsiedlungen, Dauerhospitalisierung, soziales Abgleiten, finanzielle Einbußen 
und psychische Alterationen zu vermeiden (Ekkernkamp et al., 1996). 
 
Verzögerte und ausbleibende Frakturheilung 
Die verzögerte Frakturheilung stellt die häufigste Komplikation dar und wird bei 22% 
der offenen Tibiafrakturen, die mit einem unaufgebohrten Marknagel und bei 24% der 
mit einem Fixateur externe versorgten offenen Tibiaschaftfrakturen beobachtet 
(Giannoudis et al., 2006a). Mit zunehmendem Schweregrad kommt es zu einer 
überproportionalen Zunahme, so dass für IIIB- Frakturen über eine Rate an 
verzögerten Frakturheilungen von bis zu 80% berichtet wird, von denen weniger als 
50% knöchern konsolidieren. Dies erklärt Pseudarthrosenraten von bis zu 54% bei IIIB- 
Frakturen (Papakostidis et al., 2011). 
Zwei hauptsächliche Faktoren führen zu einer verzögerten oder ausbleibenden 
Frakturheilung. Durch mangelnde Fixation bedingte übermäßige Bewegungen der 
Frakturenden gegeneinander kommt es zu einer frustranen Osteogenese mit 
überschießender Kallusbildung, im Sinne einer hypertrophen Pseudarthrose, ohne 
dass eine knöcherne Fusion erreicht wird. Die Therapie sieht die Resektion 
überschüssig gebildeten Kallus und verbesserte Fixation der Fraktur ─ vorzugsweise 
mit einem aufgebohrten Marknagel ─ vor. Auf der anderen Seite kann eine mangelnde 
Vaskularisierung zum völligen Ausbleiben osteogener Prozesse im Frakturbereich 
führen, was als hypotrophe Pseudarthrose bezeichnet wird. Hauptrisikofaktoren sind 
neben der Destruktion des Weichteilmantels, die periphere arterielle 
Verschlusskrankheit und die diabetische Angiopathie. Das Therapieprinzip sieht die 
Revaskularisierung und Defektauffüllung mit osteogenem Material vor (Einhorn, 1999; 
Marsh, 1998; Krötz et al., 2004; Rüter et al., 1999; Schweiberer et al., 1999). 
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Kompartmentsyndrom 
Das Kompartmentsyndrom wird bei 6-9% der offenen Tibiafrakturen beobachtet, von 
denen 83% drittgradig offene Schaftfrakturen sind (Blick et al., 1986; DeLee und Stiehl, 
1981; Larsson und von der Linden, 1983). Ausgelöst wird das Kompartmentsyndrom 
durch die ödematöse Schwellung der Muskeln innerhalb einer Muskelfaszie nach 
Trauma. Die Unterschenkelmuskulatur wird durch vier umhüllende Faszien in vier 
Kompartimente geteilt. Am häufigsten entsteht ein Kompartmentsyndrom in der 
Tibialis- anterior-Loge  (Blicke et al., 1986).  
Durch die intakte begrenzende Faszie steigt der intrakompartimentale Druck an und 
behindert zunächst den Blutabfluss im venösen Schenkel des Kapillarbettes. Das Bein 
nimmt an Umfang zu und präsentiert sich klinisch prall- elastisch. Durch die venöse 
Stauung steigt der intrakompartimentale Druck weiter an. Bei Drücken über 20 mmHg 
wird ein kritischer Druck erreicht, der zu einer kritischen Reduktion der arteriellen 
Perfusion im Bereich der Mikrozirkulation führt. Klinisches Korrelat der Minderperfusion 
ist der dumpfe Ischämieschmerz. Das Kompartmentsyndrom ist eine klinische 
Diagnose. Eine intrakompartimentale Druckmessung kann hilfreich zur 
Diagnosestellung sein, schließt ein Kompartmentsyndrom aber nicht aus (White et al., 
2003).  
Die Kombination aus klinischem Bild und Hochrasanztrauma stellt die rechtfertigende 
Indikation zur unverzüglichen Druckentlastung durch Fasziotomie der vier 
Kompartimente des Unterschenkels dar (Maheshwari et al., 2008). Dabei wird 
nekrotisches Gewebe abgetragen und die Wunde vorübergehend durch eine V.A.C.- 
Anlage geschützt (Olson und Glasgow, 2005; Zannis et al., 2009). Der endgültige 
Wundverschluss kann einzeitig oder etappenweise mit Nachlassen der Schwellung 
erfolgen (Janzig und Broos, 2001). Die Phase der reduzierten Perfusion bei einem 
manifesten Kompartmentsyndrom verzögert die Frakturheilung (Reverte et al., 2011) 
und führt in bis zu 38% zu einer Knochen- und Weichteilinfektion (Johnson et al., 
1992). 
 
Amputation 
Man unterscheidet die primäre von der sekundären Amputation. Für die primäre 
Amputation bestehen zwei Indikationen. Zum einen erfolgt sie unmittelbar nach 
innerklinischer Stabilisierung der Kreislaufparameter vital bedrohter Patienten mit 
drittgradig offenen Schaftfrakturen deren Gesamtschwere der Verletzungen eine 
medizinisch ausreichende Frakturversorgung nicht zulässt. Zum anderen kann sie bei 
ausgeprägten nicht rekonstruktionsfähigen neurovaskulären Schäden indiziert sein. Die 
Amputationsrate von IIIB- und IIIC- Frakturen beträgt 6,2%, respektive 79,6% 
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(Papakostidis et al., 2011). Die sekundäre Amputationsrate beträgt 5,1% für IIIB- und 
27,7% für IIIC- Frakturen. Ursächlich sind protrahierte Ischämien mit ausgeprägten 
Nekrosen, Versagen der Weichteil- und Knochenrekonstruktion, akute nicht 
kontrollierbare Infektionen und irreversibler Funktionsverlust des Unterschenkels durch 
Destruktion nervaler Strukturen (Saddawi-Konefka et al., 2008). 
 
Andere Komplikationen, die das erzielte Behandlungsergebnis trüben, sind 
persistierende Schmerzen (Hertel et al., 1996), Verkürzung der Extremität (Georgiadis 
et al., 1993; Schandelmaier et al., 1997) und Bewegungsdefizite im Knie- und 
Sprunggelenk (Gopal et al., 2004). 
 
1.2  Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) 
 
Wachstumsfaktoren sind Proteine, die auf responsive Zellen autokrin, parakrin oder 
endokrin wirken können (Liebermann et al., 2002). Der Anteil der Wachstumsfaktoren 
im Knochengewebe beträgt weniger als 1% der nichtkollagenen Proteine. Sie 
beeinflussen die Zellteilung, die Matrixsynthese und die Gewebsdifferenzierung, und 
haben somit eine entscheidende Rolle bei der Knochen- und Knorpelbildung, sowie der 
Reparatur muskuloskelettaler Gewebe (Bostrom et al., 1996 und 1999). 
 
1965 entdeckte Urist, dass dekalzifizierte Knochenmatrix in Muskelgewebe injiziert zur 
ektopen Knochenbildung führt (Urist, 1965). 1981 wurde der osteoinduktive Effekt 
sowohl für die enchondrale als auch die direkte desmale Knochenbildung beobachtet 
(Reddi, 1981). Wozney et al. (1988) identifizierten die genetische Sequenz der Bone 
Morphogenetic Proteins und damit die verschiedenen Isoformen. Die Gruppe der 
BMPs gehören zur TGF-β- Superfamilie (Transforming Growth Factor; (Abb. 2)), zu der 
ebenfalls die TGF-β1 bis TGF-β5 Isoformen, GDF (Growth and Differentiation Factor), 
Activin, Inhibin und Müllerian Substanz gehören (Kingsley, 1994; Liebermann et al., 
2002). Mehr als 47 verschiedene BMPs wurden bisher identifiziert (Chubinskaya und 
Kuettner, 2003). 
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Abbildung 2: Mitglieder der TGF-β- Superfamilie                                                                                                                  
Aus: Bramlage et al., 2005. 
 
Alle Proteine der TGF-β- Superfamilie binden extrazellulär an Serin- / Threonin-Kinase-
Rezeptoren (Ten Dijke et al., 1994). Der Effekt von BMPs wird über 2 heteromere 
Rezeptoren vermittelt (Abb. 3). Nach Bindung des Liganden phosphoryliert die aktive 
Typ-II- Kinase den Typ-I- Rezeptor an spezifischen Serin- und Threonin- Resten. Der 
aktivierte Typ-I- Rezeptor initiiert die intrazelluläre Signaltransduktion durch 
Phosphorylierung von spezifischen Proteinen, den Smads. Anschließend bilden 
verschiedene Smads heteromere Komplexe, die in den Zellkern überführt werden und 
direkt oder indirekt über Transkriptionspartner an spezifische DNA-Sequenzen in den 
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Promotorregionen der Zielgene binden und deren Transkription regulieren können 
(Kawabata et al., 1998; Massague, 1998; ten Dijke et al., 2003). 
 
 
Abbildung 3: Signaltransduktion via BMP- Rezeptoren                                                                                                              
Aus: ten Dijke et al., 2003. 
 
Die multifunktionell wirkenden BMPs sind von entscheidender Bedeutung bei der 
Entwicklung von Wirbel- und wirbellosen Tieren. BMPs regulieren die Zellproliferation, 
Apoptose, Differenzierung und Morphogenese nahezu aller Organe und Gewebe eines 
Organismus (Goumans und Mummery, 2000; Hogan, 1996; Jena et al., 1997; Onishi et 
al., 1998; Zhang und Bradley, 1997). BMP- Nullmutationen führen meist zum Tod des 
Embryos beziehungsweise zu schweren Anomalien des skelettalen Systems und 
innerer Organe (Ducy und Karsenty, 2000; Wozney, 2002; Zheng et al., 1994). Defekte 
im Gen von BMP-2 können zu einer autosomal- dominanten Fibrodysplasia ossificans 
progressiva führen (Kaplan et al., 1990; Rao et al., 1992; Tabas et al., 1991). BMPs 
nehmen Einfluss auf endotheliale, mesenchymale und knochenspezifische Zellen. Sie 
erhöhen die alkalische Phosphataseaktivität und verstärken die Kollagensynthese 
(Hiraki et al., 1991; Hughes et al., 1995; Takuwa et al., 1991). BMPs verfügen 
außerdem über die Fähigkeit Stamm- und Knochenvorläuferzellen zu Chondrozyten 
bzw. Osteoblasten zu differenzieren. (Yamaguchi et al., 1991). Neben systemischer 
Rekrutierung (Kwong und Harris, 2008) gelten als mögliche Quellen für mesenchymale 
Stammzellen das Periost (Nakase et al., 1994), das endostale Markstroma (Bianco und 
Riminucci, 2001; Jaiswal et al., 1997; Sekiya et al., 2002) und das Muskelgewebe 
(Urist, 1965; Abb. 4). 
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Abbildung 4: Mögliche Quellen zur Rekrutierung mesenchymaler Stammzellen                                                 
Aus: Kwong und Harris, 2008. 
 
Auf Grund der Heterogenität der Gruppe der BMPs können nicht alle Mitglieder, wie 
ursprünglich vermutet, ektop die Knochenneubildung induzieren (Reddi, 1998; 
Sampath et al., 1992). 
 
Cheng et al. (2003) zeigten, dass BMP-2, -6, und -9 über das größte osteogenetische 
Potential verfügen, sowie in etwas geringerem Maße BMP-4 und -7. Die extrem 
aufwendige Isolierung von BMPs mit Ausbeuten von 1 µg aus 1 kg Knochensubstanz 
(Wang et al., 1988) führte zur raschen Entwicklung der Herstellung von rekombinanten 
humanem BMP-2 (Ruppert et al., 1996; Vallejo et al., 2002; Vallejo und Rinas, 2004; 
Wang et al., 1990; Maruoka et al., 1995). Die biologische Aktivität von rhBMP-2  
beträgt weniger als 10% der von physiologischem humanem BMP-2 (Bessho et al., 
1999). 
 
Exogenes rhBMP-2 induziert die Differenzierung von MSCs in osteoblastäre und 
chondrozytäre Zellen (Katagiri et al., 1990; Wang et al., 1993) und stimuliert die 
Synthese von Kollagen, Osteocalcin und alkalischer Phosphatase in 
Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und Knochenmarksstromazellen (Takuwa et al., 
1991; Thies et al., 1992; Yamaguchi et al., 1991). Es regt Osteoblasten zur 
Proliferation an (Ghosh-Choudhury et al., 1995), veranlasst Myoblasten zu 
Osteoblasten zu differenzieren (Katagiri et al., 1994), lockt Osteoblasten chemotaktisch 
an und stimuliert die Expression von Insulin-like growth factor I ((IGF-I); (Canalis, 
1994)), Interleukin 6 (IL-6) und TGF-β in Osteoblasten ((Zheng und Bradley, 1994); 
(Abb. 5)). 
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Abbildung 5: Effekte von BMPs                                                                                                                                              
Aus: Termaat et al., 2005. 
 
Die Wirkung von BMPs ist dosisabhängig. Eine effektive Osteoinduktion wird erst bei 
Applikation einer Mindestdosis erreicht. Eine Erhöhung der BMP- Dosis führt zu einer 
früheren und vermehrten Knochenbildung. Dabei kann unter Umgehung der 
enchondralen Ossifikation Knochen desmal gebildet werden (Ripamonti et al., 1996; 
Valentin-Opran et al., 2002). Extreme BMP- Dosen führen ─ verbunden mit lokaler 
Knochenresorption ─ zur Verstärkung der osteoklastischen Aktivität, so dass eine 
speziesspezifische Maximaldosis nicht überschritten werden sollte (Sampath et al., 
1992; Sandhu et al., 1995; Valentin-Opran et al., 2002). Darüber hinaus werden 
vermehrt BMP-2- Antagonisten im Sinne eines negativen Rückkopplungssystems 
sezerniert um überschießende Kallusbildung zu verhindern. Zu den Antagonisten ge-
hören Chordin, Noggin, Mitglieder der Dan-Familie wie Gremlin, Sclerostin, uterine 
sensitization associated gene (USAG-1), Cerberus, Caronte, protein related to Dan and 
Cerberus (PRDC) und Dante. Eine Überexpression von BMP-2- Antagonisten 
verhindert das Remodelling und führt zu osteoporotisch verändertem Knochen (Abe, 
2006; Gazzerro und Canalis, 2006; Gazzerro et al., 2006). 
 
BMP-2 in Lösung diffundiert rasch weg und wird zudem durch unspezifische 
Gewebsproteasen hydrolysiert, so dass hohe Dosen von BMP-2 appliziert werden 
müssten. Für rhBMP-2 hat sich deshalb die Kopplung an kollagene Typ I -Schwämme 
als Trägermaterial bewährt (Hollinger et al., 1998). Sie gelten als hochgradig 
biokompatibel. Nur selten werden Abwehrreaktionen mit messbarem Antikörpertiter ─ 
 
19 1 Einleitung und theoretische Grundlagen 
die keinen Einfluss auf die Knochenbildung zu scheinen haben ─ beobachtet (Geesink 
et al., 1999). Nach Applikation wird initial eine bestimmte Menge rhBMP-2 freigesetzt. 
Anschließend erfolgt eine eher graduelle Freisetzungskinetik (Hollinger et al., 1998). 
Die Degradation des Trägermaterials nach Implantation unterstützt die Freisetzung von 
rhBMP-2 und ermöglicht einen vollständigen Ersatz durch Knochensubstanz (Hollinger 
und Leong, 1996). Der Abbau kollagener Carrier erfolgt zellunabhängig durch das 
vorherrschende chemische Milieu. Eine verzögerte Biodegradation behindert die 
Osteogenese. Hingegen kann eine verfrühte Biodegradation mit exzessiver 
Freisetzung von rhBMP-2 zu einem fibrösen Einwachsen des Trägers und konsekutiver 
mechanischer Instabilität führen. Knochenbildung und Degradation sollten deshalb  
miteinander einhergehen. (Asahina et al., 1997). Der Zusatz von BMP-2 beschleunigt 
die Resorptionsrate des Trägers (Ripamonti et al., 1996). Die geometrischen 
Eigenschaften des Carriers beeinflussen die Freisetzungskinetik des Wirkstoffs, die 
Biodegradation des Carriers und die Bindung des Knochens an das Implantat. 
Ungünstig sind feste glatte Scheiben mit geringer Oberfläche. Als günstig haben sich 
poröse Materialien mit großer Oberfläche als Scheiben oder Blöcke erwiesen, die viel 
rhBMP-2 inkorporieren und wieder freisetzen können (Kuboki et al., 1998). 
 
BMP-2 zählt somit zu den am genauesten erforschten Proteinen und konnte seine 
osteoinduktiven Eigenschaften in zahlreichen präklinischen (Boden et al., 1999; 
Bostrom et al., 1995; Bouxsein et al., 2001; Fischgrund et al., 1997; Hofbauer et al., 
1998; Mc Kay et al., 2002; Miyazawa et al., 1996; Siggelkow und Hufner, 1999; Toriumi 
et al., 1991; Yasko et al., 1992) und klinischen Studien unter Beweis stellen (Boden et 
al., 2000; Boyne et al., 1997; Burkus et al., 2003). Neben BMP-7 (Burkus et al., 2002a; 
Burkus et al., 2002b; Friedlaender et al., 2001, Geesink et al., 1999; Johnsson et al., 
2002; Ronga et al., 2006) konnte rhBMP-2 seine Wirksamkeit in einer Phase-II-Studie 
unter Beweis stellen (Govender et al., 2002). In der Europäischen Union ist rhBMP-2 
als Implantationskit InductOs™ für offene Tibiafrakturen seit 2003 durch die 
Europäische Agentur für die Beurteilung von Arzneimitteln zugelassen. Das Kit besteht 
aus einem Rinderkollagenschwamm, der mit einer rhBMP-2-Lösung getränkt und in die 
Fraktur implantiert wird. Die kollagene Matrix begünstigt das Einwachsen von 
Kapillaren und verfügt dadurch über osteokonduktive Eigenschaften. 
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1.3 Ziele der Arbeit 
 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Effekte von osteoinduktivem, rekombinant 
hergestelltem, humanen BMP-2 (rhBMP-2) auf die Infektionsentwicklung und 
Knochenbruchheilung bei bakteriell, mit Staphylococcus aureus, kontaminierten 
Tibiaschaftosteotomien an Ratten zu untersuchen. Hierzu wurde in einem etablierten 
Rattenmodell der Osteotomiespalt am Tibiaschaft ─ nach Osteosynthese mit einem 
intramedullären Implantat ─ mit Staphylococcus aureus kontaminiert. Anschließend 
wurden die Effekte von rhBMP-2 auf die Infektionsentwicklung und 
Knochenbruchheilung klinisch und mit Hilfe von mikrobiologischen, bildgebenden und 
biomechanischen Methoden untersucht. Als Hypothese wird angenommen, dass der 
osteoinduktive und pro-angiogenetische Effekt von rhBMP-2 zu einer Reduktion an 
infizierten Pseudarthrosen im Vergleich zur rhBMP-2- freien Therapie führt.  
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2 2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Geräte und Software 
 
 Digitalkamera Polaroid i834 Fa. Polaroid Cooperation, Concord,  USA 
 Digitales Röntgen Fa. Oehm & Rehbein GmbH, Rostock, 
Ger 
 Elektronenmikroskop Leo 1530 Fa. LEO Elektronenmikroskopie GmbH,                                                                                                                                                                    
Oberkochen, Ger 
 Federzugwaage Fa. PCE Group, Meschede, Ger  
 FT Configurator  Fa.  Instron Ltd, High Wycombe, UK 
 Kraftmessdose  Fa.  Instron Ltd, High Wycombe, UK 
 Microsoft Excel 2007 Fa. Microsoft, Redmond, USA 
 µCT 80 Fa. Scanco Medical AG, Bassersdorf, CH 
 Präzisionswaage ED Fa. Sartorius, Göttingen, Ger 
 Röntgen Gierth HF 300 Fa. Gierth X-Ray International GmbH, 
Riesa, Ger 
 RS- Labside Fa. Instron Ltd, High Wycombe, UK 
 SC7640 Sputter Coater Fa. VG Microtch, Uckfield, East Sussex, 
GB 
 IBM SPSS 18 Statistics Fa. SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA 
 Servohydraulische Testmaschine 
Instron 8874 
Fa. Instron Ltd, High Wycombe, UK 
 Tissue Grinder Polytron 2100 Fa. Kinematica AG, Littau, CH 
 Vortex Reax Control Fa. Heidolph Elektro GmbH, Keilheim, 
Ger 
 
2.1.2 Medikamente 
 
 Atropinsulfat  Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Carprofen (Rimadyl®) Fa. Pfizer GmbH, Berlin, Ger 
 Ceftriaxon (Rocephin®) Fa. Roche Consumer Health Deutschland 
GmbH, Eppstein, Ger                                                                                    
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 Ketamin (Ketanest®) Fa. Pfizer GmbH, Karlsruhe, Ger 
 Xylazin (Rompun®) Fa. Bayer Health Care, Leverkusen, Ger 
2.1.3 OP-Materialien 
 
 Abdecktuch Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger                                         
 chirurgische Pinzette Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Ger 
 Drahtschneidezange Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Ger 
 Einwegrasierer Fa. Dr. Junghans Medical GmbH, Bad 
Lausick, Ger 
 Einwegskalpell Fa. Dr. Junghans Medical GmbH, Bad 
Lausick, Ger 
 Elektrorasierer Fa. Wahl GmbH, Unterkirnach Ger 
 Enthaarungscreme Fa. GlaxoSmithKline, Bühl, Ger 
 Fadenhalter Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Ger 
 Flachmeißel  Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Ger 
 Hautklammergerät Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Kanüle 21 G (Ø 0,8 mm) Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Kanüle 23 G (Ø 0,6 mm) Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Lochtuch Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger                                         
 Mundschutz Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger                                         
 OP- Einwegmantel Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger                                         
 OP- Handschuhe Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger                                         
 OP- Haube Fa. Mölnlycke Health Care GmbH, Er-
krath-Unterfeldhaus, Ger 
 Overholt- Klemme Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, Ger 
 Säge Fa. Synthes GmbH, Freiburg, Ger 
 Povidon- Iodlösung (10%ig) Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Prolene- Nahtmaterial (3-0) Fa. Johnson & Johnson Medical GmbH,                                      
Norderstedt, Ger 
 Spritze 1 ml Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Spritze 5 ml Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
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 Sprühpflaster Fa. Johnson & Johnson Medical GmbH,                                      
Norderstedt, Ger 
 Tupfer steril Fa. IVF Hartmann AG, Heidenheim, Ger 
 Vicryl- Nahtmaterial (3-0) Fa. Johnson & Johnson Medical GmbH,                                      
Norderstedt, Ger 
 
2.1.4 Basismedien, Zusätze, Chemikalien, Kits 
 
 API bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtin-
gen, Ger 
 Argon 4,8 Fa. Edwards GmbH, Kirchheim, Ger 
 BHI-Agarplatten Institut für medizinische Mikrobiologie, 
Gießen, Ger 
 BHI-Lösung Fa. Mast Diagnostica Labora-
toriumspräperate GmbH, Reinfeld, Ger 
 Cryoröhrchen Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
 Drigalskispatel Fa. Carl Roth GmbH & Co KG, 
Karlsruhe, Ger 
 Ethanol 96% Fa. Carl Roth GmbH & Co KG, 
Karlsruhe, Ger 
 Glycerinlösung Fa. Euro OTC Pharma GmbH, Bönen, 
Ger 
 Petrischalendrehteller Fa. Schütt Labortechnik GmbH, Göttigen, 
Ger 
 Pipette 1 ml Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
 Pipette 0,1 ml Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
 Pipettenspitzen Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
 Saccharase- Lösung Fa. Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. 
KG, Bremen, Ger 
 rhBMP-2 Kit  Fa. Medtronic Biologics, Memphis, USA 
 Technovit 3040® Fa. Heraeus Kulzer, Wehrheim, Ger 
 PBS-Puffer Fa. Genaxxon BioScience GmbH, Ulm, 
Ger 
 NaCl (0,9%) Fa. B. Braun AG, Melsungen, Ger 
 Staphylococcus aureus Institut für Medizinische Mikrobiologie, 
Gießen, Ger 
 10 ml Röhrchen Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
 1,5 ml Röhrchen Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Ger 
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2.1.5 Versuchstiere 
 
Die Tierexperimente wurden zuvor durch das Thüringer Landesamt für 
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (Erfurt, Referenz- Nr. 14-03/07) 
genehmigt. Die 42 ausgewachsenen Sprague- Dawley Ratten mit einem Körpergewicht 
von 320–430 g wurden zwei Wochen vor der Operation von Ronald Krieg 
(Wünsch/Niederwünsch, Thüringen) bezogen. Die Haltung erfolgte paarweise bei 
handelsüblichem Futter und Wasser ad libitum in Makrolonkäfigen. Die adäquate 
veterinärmedizinische Betreuung und Versorgung der Versuchstiere wurde durch die 
Mitarbeiter des Forschungszentrums für Medizintechnik und Biotechnologie GmbH in 
Bad Langensalza sichergestellt. 
 
2.1.6 Bakterien 
 
Ein Staphylococcus aureus Stamm, gewonnen aus einem Wundisolat eines Patienten 
mit einer Weichteilinfektion, diente zur Induktion der postoperativen Infektion. Der 
Stamm wurde durch den Analytischen-Profil-Index (API) biochemisch charakterisiert 
und als EDCC 5055 (Eugen Domann Culture Collection Nr. 5055, Institut für 
Medizinische Mikrobiologie, Gießen) benannt. Er verfügt über eine ausgeprägte 
hämolytische Aktivität und Biofilmbildungskapazität. 
 
Für die Herstellung einer benötigten Inokulationsdosis wurde eine auf Schafsblutagar 
gewachsene Einzelkolonie in 20 ml BHI (brain heart infusion) überführt und für 
mindestens sechs Stunden bei 37º C unter kontinuierlichem Schütteln bebrütet. Die 
Lösung war deutlich trüb. Jeweils 1 ml aus der 20 ml Kulturflasche wurden zuvor 
entnommen und in vier 1,5 ml Tubes (4 x 1 ml) überführt. Die Bakterien wurden durch 
Zentrifugation bei 13500 upm (Umdrehungen pro Minute) für fünf Minuten pelletiert. Die 
entstandenen vier Bakterienpellets wurden in ein mit 1 ml BHI/Glycerin 20% gefülltes 
1,5 ml Tube resuspendiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, um weiteres 
Bakterienwachstum zu verhindern und korrekte Ergebnisse beim Auszählen zu 
erhalten. In 10er Schritten wurden die vier Ansätze bis zur Verdünnungsstufe 10-10 
verdünnt. Hierzu wurden in die Cryoröhrchen 900 µl BHI/Glycerin 20% vorgelegt und 
beginnend mit der Originalsuspension (1 ml) wurden jeweils 100 µl überführt und 
sorgfältig vermischt. Von den jeweiligen Verdünnungsstufen wurden jeweils 100 µl mit 
dem Drigalskispatel auf BHI-Agarplatten ausplattiert. Anschließend wurden die 
Agarplatten für eine Nacht bei 37º C bebrütet. Die Originalsuspension und die 
Verdünnungsreihen wurden bei -80º C eingefroren. Zum Auszählen sollte der 
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Durchmesser einer Einzelkolonie maximal 1 mm betragen. Die Agarplatten wurden 
ausgezählt und entsprechend der erhaltenen Ergebnisse wurde das benötigte Volumen 
einer entsprechenden Inokulationsdosis in ein Cryoröhrchen pipettiert und bei -80º C 
eingefroren. 
 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Studiendesign 
 
Zuerst  wurde durch eine 20 Versuchstiere umfassende zweiteilige Pilotstudie, verteilt 
auf 10 Gruppen, mit oder ohne systemischer Antibiose (Ceftriaxon 50 mg/kg 
Körpergewicht s.c.) für 14 Tage, die geeignete Bakterieninokulationsdosis und rhBMP-
2 Konzentration ermittelt. Der 6 Gruppen (Gruppe 1-6) umfassende erste Teil (Tab. 2) 
mit 12 Tieren diente zur Keimdosisfindung und beinhaltete keine postoperative 
Antibiotikaprophylaxe. Der zweite 4 Gruppen (Gruppe 7-10) umfassende 
Pilotstudienabschnitt wurde zur Beurteilung einer in der klinischen Anwendung 
bewährten Ceftriaxon-Antibiotikaprophylaxe genutzt (Tab. 3). Gruppe 1: 103 
koloniebildende Einheiten (KBE) Staphylococcus aureus (S. aureus) ohne rhBMP-2; 
Gruppe 2: 103 KBE Staphylococcus aureus mit 175 µg rhBMP-2 entsprechend einer 
Konzentration von 1,75 mg/ml; Gruppe 3: 105 KBE Staphylococcus aureus ohne 
rhBMP-2; Gruppe 4: 105 KBE Staphylococcus aureus mit 175 µg (1,75 mg/ml) rhBMP-
2; Gruppe 5: 107 KBE Staphylococcus aureus ohne rhBMP-2 ; Gruppe 6: 107 KBE 
Staphylococcus aureus mit 175 µg (1,75 mg/ml) rhBMP-2; Gruppe 7: 103 KBE 
Staphylococcus aureus ohne rhBMP-2 mit systemischer Antibiose; Gruppe 8: 103 KBE 
Staphylococcus aureus mit 200 µg rhBMP-2, entsprechend einer Konzentration von 2 
mg/ml, und systemischer Antibiose; Gruppe 9: 105 KBE Staphylococcus aureus ohne 
rhBMP-2 mit systemischer Antibiose; Gruppe 10: 105 KBE Staphylococcus aureus mit 
200 µg (2 mg/ml) rhBMP-2 und systemischer Antibiose. 
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 Keine systemische Antibiose 
 kein rhBMP-2 
 
175 µg rhBMP-2 
Konzentration: 1,75 mg/ml 
Total   
103 KBE S.aureus (Gruppe 1)     2 (Gruppe 2)          2 4 
105 KBE S.aureus (Gruppe 3)     2 (Gruppe 4)          2 4 
107 KBE S.aureus (Gruppe 5)     2 (Gruppe 6)          2 4 
Total 6 6 12 
 
Tabelle 2: Design des ersten Pilotstudienteils 
 
 
 
 
Systemische Antibiose mit Ceftriaxon  
50 mg/kg Körpergewicht s.c. 
  kein rhBMP-2 200 µg rhBMP-2 
Konzentration: 2 mg/ml 
Total 
103 KBE S.aureus (Gruppe 7)       2 (Gruppe 8)          2 4 
105 KBE S.aureus (Gruppe 9)       2 (Gruppe 10)        2 4 
Total 4 4 8 
 
Tabelle 3: Design des zweiten Pilotstudienteils 
 
In der Hauptstudie sind die Effekte von rhBMP-2 in Kombination mit einer Ceftriaxon- 
Antibiose durch eine Versuchsgruppe mit rhBMP-2 Applikation und einer 
Kontrollgruppe ohne rhBMP-2 Applikation untersucht worden (Tab. 4). 
 
 104 KBE S. aureus 
Ceftriaxon 50 mg/kg Körpergewicht s.c.  
Total 
200 µg rhBMP-2 
Konzentration: 2 mg/ml 
11 
22 
Kein rhBMP-2 11 
 
Tabelle 4: Hauptstudiendesign 
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2.2.2 Operationstechnik 
 
Die Operationen (Abb. 7a, b) wurden unter sterilen Bedingungen in Allgemeinnarkose 
(Ketamin (60 mg/kg KG), Xylazin (6 mg/kg KG), Atropin (0,1 mg/kg KG)) durchgeführt. 
Zunächst wurde der rechte Unterschenkel rasiert, enthaart und mit Povidon-Iodlösung 
(10%ig) desinfiziert. Anschließend wurde das Operationsfeld am linken Unterschenkel 
im mittleren Schaftbereich mit einem Lochtuch steril abgedeckt. 
Dann wurde der distale Diaphysenbereich des Margo anterior tibiae mit einem 
Einwegskalpell der Größe 11 inzidiert. Mit dem Skalpell wurde entlang der Facies 
medialis et lateralis tibiae entlang präpariert, so dass auf der Dorsalseite mit einer 
Overholt-Klemme stumpf präpariert werden konnte. Die Overholt-Klemme befand sich 
zwischen Facies posterior tibiae und Compartimentum posterius sowie 
Compartimentum anterius cruris. Die Inzision wurde bei liegender Overholt-Klemme bis 
zur Tuberositas tibiae fortgeführt. Dies ermöglichte die transpatelläre Eröffnung des 
Canalis medullaris tibiae mit der Skalpellspitze. Über die eröffnete Tuberositas tibiae 
wurde als intramedulläres Implantat eine 21 G Kanüle (0,8 mm Außendurchmesser) in 
den Markkanal eingeführt. Senkrecht zur Tibialängsachse wurde mittels oszillierender 
Säge oberhalb der Overholt- Klemme mit der Osteotomie begonnen. Dann wurde die 
Kanüle ein Stück zurückgezogen und die Osteotomie vollendet, so dass die Tibia 
vollständig durchtrennt war. Daraufhin wurde die entstandene Osteotomie durch 
erneutes Vorschieben der Kanüle achsgerecht reponiert. Die Kanüle musste dabei im 
distalen Knochenmarkkanal platziert und verklemmt sein. Die digitale Prüfung der 
Rotationsstabilität gab Hinweis auf ein korrektes Repositionsergebnis. Die Frakturstelle 
wurde daraufhin dorsolateral mit der entsprechenden Bakterienkonzentration 
kontaminiert. Die Kanülenöffnung zeigte dabei in Richtung Frakturspalt. Das inokulierte 
Volumen betrug unabhängig von der eingesetzten Bakterienkonzentration stets 20 µl. 
Zur Kontrolle der korrekten Inokulationsdosis wurden von der verbliebenen Suspension 
aus der Spritze 20 µl auf eine BHI-Agarplatte pipettiert und mit dem Drigalskispatel 
ausplattiert. Der mit einer Schere zurechtgeschnittene absorbierbare 
Kollagenschwamm (ACS) mit den Maßen 1cm x 1cm x 0,35 cm ergab ein 
Implantationsvolumen von 0,35 ml und wurde mit einer 1 ml Spritze mit 175 µg oder 
200 µg rhBMP-2 entsprechend einer Konzentration von 1,75 respektive 2 mg/ml 
versetzt (Abb. 6). Die Applikation wurde von ventral vorgenommen. Ohne größere 
Krafteinwirkung wurde der Schwamm nach dorsal dem Verlauf des Osteotomiespaltes 
angepasst, um ein Herauspressen der rhBMP-2- Lösung aus dem Kollagenschwamm 
zu vermeiden. In den jeweiligen Kontrollgruppen entfiel dieser Arbeitsschritt. 
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Abbildung 6: Präparation des zurechtgeschnitten Kollagenschwammes. RhBMP-2- Lösung in der 1 ml 
Spritze und mit rhBMP-2- Lösung versetzter Schwamm (Pfeil).   
Der Subkutanverschluss erfolgte mit 4-0 Vicrylfaden. Die über die Tuberositas tibiae 
hinausragende Kanüle wurde wenige Millimeter zurückgezogen, abgetrennt und das 
noch überstehende Ende in den Markkanal hineingedrückt und versenkt. Im folgenden 
Arbeitsschritt wurde die Haut mit 4-0 Prolenefaden in Einzelknopftechnik verschlossen, 
die Naht mit Hautklammern gesichert und mit Sprühpflaster abgedeckt. Die Dauer des 
operativen Eingriffs betrug etwa 20 Minuten. Nach Beendigung der Operation wurden 
die Tiere im Käfig in Bauch- Brustlage gebracht und bis zum Abklingen der Narkotika 
unter Wärmelampen gehalten. Eine seitliche Röntgenaufnahme diente zur Überprüfung 
der Osteosynthese. Als postoperative Schmerzmedikation wurde Carprofen (0,4 mg/kg 
KG s.c.) für fünf Tage gegeben. Die Tiere der Hauptstudie als auch einige Tiere der 
Pilotstudie erhielten gemäß Studienprotokoll Ceftriaxon (50 mg/kg KG s.c.) für 14 
Tage. Futter und Wasser stand weiterhin ad libitum zur Verfügung. Gewicht, 
Temperatur, Wundverhältnisse und Belastung der Extremität wurden für den gewählten 
Beobachtungszeitraum von sechs Wochen täglich von einer Veterinärmedizinerin 
kontrolliert. Die Euthanasie erfolgte nach sechs Wochen. Die Implantate und Tibiae 
wurden dabei unter sterilen Bedingungen entfernt. 
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Abbildung 7a: Operationstechnik. Versuchstier präoperativ in Rückenlage. Linker Unterschenkel enthaart und 
mit Povidon-Iodlösung (10%ig) desinfiziert (a). Mit einem Lochtuch steril abgecktes Operationsfeld mit 
Aussparung des Tibiaschaftbereiches (b). Nach Inzision entlang der Tibiavorderkante und Präparation der 
Unterschenkelflexoren wird eine Overholt- Klemme (Pfeil in c) als Widerlager für die Osteotomie zwischen 
dorsaler Tibia und präparierter Flexoren stumpfeingeschoben (c). Mit einem Skalpell wird der Markraum 
transpatellär durch die Patellasehne eröffnet (d). Dann wird bei intramedullär einliegender Kanüle, die als 
intramedulläres Implantat (schwarzer Pfeil in e) verwendet wird, die Tibia mit einer oszillierenden Säge im 
Tibiaschaftbereich (weißer Pfeil in e) osteotomiert (e). Nach erfolgter Osteotomie wird die Inokulationsdosis mir 
einer 1 ml Spritze direkt in den Osteotomiespalt injiziert (Pfeil in f).wird eine Overholt- Klemme (Pfeil in c) als 
Widerlager für die Osteotomie zwischen dorsaler Tibia und präparierter Flexoren stumpfeingeschoben (c). Mit 
einem Skalpell wird der Markraum transpatellär durch die Patellasehne eröffnet (d). Dann wird bei intramedullär 
einliegender Kanüle, die als intramedulläres Implantat (schwarzer Pfeil in e) verwendet wird, die Tibia mit einer 
oszillierenden Säge im Tibiaschaftbereich (weißer Pfeil in e) osteotomiert (e). Nach erfolgter Osteotomie wird die 
Inokulationsdosis mit einer 1 ml Spritze direkt in den Osteotomiespalt injiziert (Pfeil in f). 
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Abbildung 7b: Operationstechnik. Der mit rhBMP-2- Lösung versetzte kollagene Schwamm (Pfeil in a) wird 
zunächst auf die Vorderkante im Bereich der Tibiaosteotomie aufgebracht (a) und dann um den Tibiaschaft 
herumgewickelt (Pfeil in b). Anschließend erfolgt der schichtweise Wundverschluss inklusive Hautnaht, die durch 
Hautklammern (Pfeil in c) zusätzlich vorm Benagen gesichert wurde (c). Anschließend wir das operierte Tier auf 
eine Röntgenkassette gelegt (d) und ein postoperatives Röntgenbild zur Lagekontrolle des intramedullären 
Implantates angefertigt (e). Dann wird das Tier im Makrolonkäfig mit Zellstoff bedeckt um es vor dem Auskühlen zu 
schützen (f) und bis zum Abklingen der Narkotika unter Wäremlampen gehalten (hier nicht gezeigt). 
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2.2.3 Postoperatives Röntgen 
 
Eine Röntgenaufnahme im seitlichen Strahlengang bestätigte postoperativ die korrekte 
Positionierung des eingebrachten intramedullären Implantates (Abb. 8). Dazu wurde das 
noch narkotisierte Tier am Ende der Operation in Seitenlage auf eine Röntgenkassette 
gelegt (Abb. 7i). Mit einem portablen Hochfrequenz- Röntgengerät (Gierth HF 300™, Gierth 
X-Ray International GmbH, Riesa) wurden, bei einer Spannung von 70 Kilovolt (kV) und 
einem Abstand von 30 cm zwischen Röntgenkassette und Röntgengerät, die Aufnahmen 
angefertigt. Das Röntgengerät war an einem Stativarm befestigt, so dass der Abstand zum 
Tier konstant war und mit Hilfe der integrierten Laserzielvorrichtung die Zentrierung der 
Aufnahme auf den mittleren Tibiaschaftbereich erfolgte. Nach Anfertigung der Aufnahme 
wurde der belichtete Röntgenfilm digitalisiert und die Aufnahme ob der korrekten Lage des 
intramedullären Implantates befundet. 
Im Raum anwesende Personen trugen die arbeitsrechtlich vorgeschriebenen 
Röntgenschutzwesten und Dosimeter.  
 
 
Abbildung 8: Postoperative seitliche Röntgenaufnahme mit korrekter Platzierung des intramedullären 
Implantates nach Osteotomie im mittleren Tibiaschaftbereich. 
 
2.2.4 Beurteilung von Infektion und Knochenheilung 
 
Der Infektionsstatus und die Knochenheilung wurden anhand folgender Methoden beurteilt: 
 tägliche Gewichtskontrolle 
 klinische Begutachtung der Wunde und Frakturstabilität 
 
 Bildgebung 
o Konventionelles Röntgen 
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o Micro-CT (µCT) 
o Rasterelektronenmikroskopie (REM) 
 Mikrobiologie 
o Ausrollen der Kirschner-Drähte (K-Draht) 
o Dilutionsreihen von Knochenproben der Tibiae 
 biomechanische Testung 
 
2.2.5 Körpergewichtsentwicklung 
 
Die Gewichtskontrolle erfolgte erstmals unmittelbar präoperativ und wurde bis zum Ende des 
Beobachtungszeitraums täglich mit einer geeichten Federzugwaage (Federzugwaage 2500g 
Medio-Line®, PCE Deutschland GmbH, Meschede) durchgeführt. In der Hauptstudie wurde 
ein möglicher Effekt von rhBMP-2 auf den Gesamtzustand der Tiere über eine verbesserte 
Knochenbruchheilung auf die Körpergewichtsentwicklung durch eine Varianzanalyse, mit 
Signifikanzniveau p< 0,05, analysiert. Die Mittelwerte von Versuchs- und Kontrollgruppe, 
unmittelbar präoperativ und von Tag 7, 14, 21 und Tag 42 (Messzeitpunkte 1-5), wurden 
miteinander verglichen.  
 
2.2.6 Klinische Begutachtung der Wunde und Frakturstabilität 
 
Als klinische Zeichen einer Infektion wurden Rötung und Schwellung der Weichteile, 
Abszessformationen, Fisteln und Eiterdrainage gewertet. Nach der Tibiaspaltung zur 
Gewinnung knöchernen Materials für die Dilutionsreihen wurde der Markkanal auf Eiter, Lyse 
der Kortikalis und Beteiligung des Knie- oder Sprunggelenkes untersucht. Durch manuelle 
Torquierung der Frakturenden gegeneinander wurde die Frakturstabilität überprüft. Jegliche 
Beweglichkeit der distalen Tibia gegen die proximale Tibia wurde als Frakturinstabilität mit 
insuffizienter knöcherner Osteotomiespaltüberbrückung bewertet. 
 
2.2.7 Bildgebung 
 
Vor Explantation der K- Drähte wurde die operierte Extremität in zwei Ebenen (Abb. 9) 
geröntgt (a.-p. und seitlich). Die Aufnahmen wurden analog zu den postoperativen 
Röntgenbildern bei einer Spannung von 70 kV und einem Abstand von 30 cm zwischen 
Röntgenkassette und portablen Röntgengerät (Gierth HF 300™, Gierth X-Ray International 
GmbH, Riesa) angefertigt und anschließend digitalisiert.  
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Als radiologische Zeichen für eine Knocheninfektion wurden Gelenk- und 
Knochendestruktionen, Knochensequester, Knochensequesterformationen, Lyse der 
Kortikalis und periostale Verdickung gewertet. 
Die Überbrückung von mindestens drei von vier Cortices auf Grundlage der seitlichen und 
anterioren- posterioren Aufnahme (Abb. 9) wurde analog zur BESST- Studie (BMP-2 
Evaluation in Surgery for Tibial Trauma; Govender et al., 2002) als erfolgreiche 
Frakturheilung und bei weniger als drei überbrückten Cortices als Pseudarthrose definiert. 
 
 
Abbildung 9: Seitliche (a) und a.-p.- Röntgenaufnahme (b) 
 
Die Osteotomie von sieben zufällig ausgewählten Tieren aus jeder Gruppe der Hauptstudie 
wurden zusätzlich im Institut für Biomechanik der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik 
Murnau mikrocomputertomographisch (µCT 80, Scanco Medical AG, Bassersdorf, Schweiz) 
gescannt. Zur Fixation wurde die explantierte und per Skalpell von muskuloligamentärem 
Gewebe vollständig befreite Tibia in einen einseitig eingeschnittenen Schaumstoffblock 
hineingedrückt und in eine mit physiologischer NaCl- Lösung (0,9%) gefüllte Micro-CT- 
Röhre verbracht. Über einen gekerbten Dorn wurde das Behältnis im Micro-CT starr befestigt 
(Abb. 10). Mit einem Übersichtsscan wurde zunächst der Osteotomiespalt lokalisiert und 
digital markiert. Von dort aus wurden mit einer Integrationszeit von 400 Millisekunden (ms) 
jeweils 200 Schichten à 36 Mikrometer (µm) nach proximal und distal gemacht. Somit ergab 
sich eine gescannte Gesamtstrecke von 1,44 cm. Ausgehend von der im Übersichtsscan 
markierten Osteotomie ergaben sich so jeweils 0,72 cm nach distal und kaudal. 
Knochendestruktionen, kortikale Lyse, periostale Auftreibungen und Sequesterbildung waren 
Kriterien für eine infizierte Pseudarthrose. In Analogie zu den Röntgenaufnahmen in zwei 
Ebenen  wurde eine Überbrückung von mehr als 75 % des initialen Osteotomiespaltes als 
a) b) 
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erfolgreiche Knochenheilung definiert. Darüber hinaus wurden die Quotienten aus 
kalzifiziertem Knochenvolumen (bone volume= BV) zu Gesamtvolumen des gescannten 
Knochens (tissue volumen= TV) der Versuchstiere beider Gruppen mit einem t-Test (p< 
0,05) verglichen. 
 
 
Abbildung 10: Tibia in µCT- Behältnis (a), µCT in Betrieb (b) und vollständiger Scan (c). 
 
2.2.8 Mikrobiologie 
 
Die unter sterilen Bedingungen explantierten K- Drähte wurden auf BHI-Agarplatten 
ausgerollt (Abb.11 (b)). Positives Koloniewachstum als Zeichen einer Kolonisierung des K-
Drahtes wurde als Infektion interpretiert. 
 
Die exartikulierten Tibiae der Pilotstudie und vier zufällig ausgewählte Tibiae pro Gruppe in 
der Hauptstudie wurden mit einer oszillierenden Säge median in zwei Hälften gespalten. Die 
mediale Hälfte wurde der histologischen Aufbereitung zugeführt. Zur Bestimmung der 
Bakterienlast in koloniebildenden Einheiten pro Gramm Knochen (KBE/g Knochen) wurde 
die laterale Hälfte gewogen. Um ein Knochenhomogenisat zu erhalten wurde sie, wie von Alt 
 
a) 
b) 
c) 
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et al., (2006) publiziert, in ein mit 10 ml PBS- Puffer gefülltes Dispergiergefäß gebracht und 
in einer Gewebsmühle (Tissue Grinder Polytron 2100, Kinematica AG, Littau, Schweiz) in 2 
verschiedenen Geschwindigkeiten für insgesamt 5 Minuten zermahlen. Dazu wurde der 
Knochen zunächst drei Minuten bei 2000 und dann zwei Minuten bei 3000 Umdrehungen pro 
Minute vollständig zermahlen (Abb. 11 (a)). Diesem Homogenisat wurden 300 µl entnommen 
und in ein 1,5 ml Röhrchen gegeben. Dies entspricht der Verdünnung 0. Von der 
Verdünnung 0 wurden 100 µl in ein mit 900 µl PBS- Puffer gefülltes Röhrchen überführt. 
Somit entstand eine 1:10 Verdünnung (10-1= Verdünnung 1). Auf demselben Weg wurde 
eine 10-2 (Verdünnung 2) und 10-3 (Verdünnung 3) hergestellt. Von der jeweiligen 
Verdünnung wurden also jeweils 100 µl entnommen und zu 900 µl PBS- Puffer 
hinzupipettiert. Aus jeder Verdünnung wurden 25 µl auf eine Agarplatte pipettiert und per 
Drigalskispatel ausplattiert (Abb. 11 (c)). Die Agarplatten wurden für 24 Stunden bei 37° C 
bebrütet. Die Anzahl KBE/g Knochen wurde für jede Verdünnung durch Auszählen der 
gewachsenen Kulturen und Multiplikation mit dem Kehrwert der jeweiligen Verdünnung und 
anschließender Division durch das Gewicht der verwendeten Tibiahälfte ermittelt. Das 
arithmetische Mittel der Verdünnungen ergibt die Bakterienlast der Tibia als Anzahl der 
KBE/g Knochen des Versuchstieres. Ein t-Test für logarithmisch transformierte Daten wurde 
zum Vergleich zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe angewandt. Statistische Signifikanz 
bestand bei p-Werten geringer 0,05 (p< 0,05). 
 
 
Abbildung 11: Herstellung des Homogenisates durch Zermahlen der Knochenproben (a), positives 
Kulturenwachstum eines auf einer BHI-Agarplatte ausgerollten K-Drahtes (b) und Beispiel einer ausplattierten 
Verdünnung mit positivem Bakterienwachstum auf der gesamten BHI-Agarplatte (c). 
 
a) 
b) c) 
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2.2.9 Rasterelektronenmikroskopie 
 
Die Bilder der Rasterelektronenmikroskopie (Leo 1530, LEO Elektronenmikroskopie GmbH, 
Oberkochen) wurden im Labor für Experimentelle Unfallchirurgie der Klinik  und Poliklinik für 
Unfallchirurgie des Universitätsklinikums Gießen angefertigt. Nach dem Ausrollen auf BHI-
Agarplatten wurden die explantierten K-Drähte für 48 Stunden mit 4%iger Saccharase- 
Lösung behandelt um eventuelle BHI-Agarreste auf den K- Drähten zu hydrolysieren. 
Anschließend wurden sie für vier bis acht Wochen luftgetrocknet. Mit einer sterilen 
Drahtschneidezange wurde jedes Implantat in drei Stücke, von identischer Länge, 
geschnitten. Die drei Teile eines K-Drahtes wurden gemeinsam auf einem selbstklebenden 
Stiftprobenhalter fixiert und mit einer Gold-/Palladiumschicht zur Erhöhung der elektrischen 
Leitfähigkeit überzogen (SC 7640 Sputter Coater, VG Microtch, Uckfield, Großbritannien). In 
Abhängigkeit von der gewünschten Auflösung wurden 7,5 Kilovolt (kV) oder 15 kV als 
Betriebsspannung gewählt (Abb. 12). 
 
 
Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopie eines K-Drahtes zeigt in Biofilm eingebettete kokkoide Formationen 
bei 7,5 kV (a) und 15 kV (b). 
 
2.2.10 Biomechanik 
 
Die biomechanische Testung wurde im Institut für Biomechanik der 
Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Murnau durchgeführt. Die zu testenden Tibiae 
wurden zunächst mit einem Skalpell vollständig von Sehnen und inserierendem 
Muskelgewebe befreit. Um eine mögliche Beeinflussung der Messung zu verhindern, wurde 
zusätzlich das Periost vollständig abpräpariert und die Fibula mit einer Zange von der 
distalen Tibia abgetrennt. In einer vom Institut für Biomechanik der 
Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Murnau eigens hergestellten Halterung für Knochen 
mit einer Länge von bis zu 7,5 cm wurde das proximale und distale Ende der zu testenden 
  
a) b) 
 
37 2 Material und Methoden 
Tibia in Technovit 3040® (Heraeus Kulzer, Wehrheim) eingebettet. Eine servohydraulische 
Testmaschine (Instron 8874, Instron Limited, High Wycombe, Großbritannien) torquierte im 
Uhrzeigersinn mit einer Geschwindigkeit von einem Grad pro Sekunde (º/s) die proximale 
gegen die distale Tibia. Die Messung wurde bis zum vollständigen Versagen des Knochens 
fortgeführt (Abb. 13). In einigen Fällen war auf Grund der ausgeprägten Knocheninstabilität 
die Einbettung nicht möglich, so dass das minimal detektierbare Drehmoment von 0,01 
Newtonmeter (Nm) angenommen werden musste. Zur statistischen Auswertung wurde als 
nichtparametrisches Äquivalent zum t-Test ein Mann-Whitney- Test (p< 0,05) verwendet. 
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Abbildung 13: Bestandteile der Halterung vor Montage (a). Vollständig eingebettete Tibia in Knochenhalterung (b). Testmaschine (c) mit montierter Kraftmessdose (d) 
und eingespannter Tibia vor (e) und nach biomechanischer Testung (f).
a) 
b) c) d) 
f) e) 
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3.1  Ergebnisse der 1. Pilotstudie 
 
Alle Versuchstiere überlebten ohne Anzeichen einer systemischen Infektion den 
postoperativen Beobachtungszeitraum von sechs Wochen. Die gewählten 
Inokulationsdosen erzeugten nach genannten klinischen, radiologischen und 
mikrobiologischen Kriterien zu 100% eine in klinischer Manifestation variierende 
Weichteil- und Knocheninfektion (Abb. 14). Die Ergebnisse der verschiedenen 
Untersuchungsverfahren korrelierten zu 100%. Je höher die Anzahl inokulierter 
Bakterien, desto ausgeprägter waren die Knochendestruktionen und die eitrigen 
Subkutaninfektionen. Eine Inokulationsdosis von 107 (Gruppe 5+6) führte nach 
Ausrollen der explantierten K-Drähte auf Agarplatten zu vollständig konfluierendem 
Wachstum, so dass weder eine maschinelle noch manuelle Auszählung möglich war. 
Klinisch als auch radiologisch präsentierten sich diese Tiere im Vergleich zu 
Versuchstieren mit 103 (Gruppe 1+2) oder 105 (Gruppe 3+4) KBE als Inokulationsdosis 
nahezu identisch, so dass auf Grund mangelnder Auswertbarkeit und geringem 
Zuwachs interpretierbarer Ergebnisse im zweiten Abschnitt (Gruppen 7-10) der 
Pilotstudie auf Versuchsgruppen mit einer Keimdosis von 107 verzichtet wurde. Zudem 
wurden auf Grund geringer klinischer, radiologischer und mikrobiologischer Differenzen 
von Kontrollgruppen (Gruppen 1-3) zu Versuchsgruppen (Gruppen 4-6) ─ in Analogie 
zu anderen tierexperimentellen Studien infizierter segmentaler Defekte langer 
Röhrenknochen (Chen et al., 2006 und 2007) ─ die Dosis von rhBMP-2 von 175 µg auf 
200 µg erhöht. Dies entspricht einer Konzentrationssteigerung um 12,5% von 1,75 
mg/ml auf 2 mg/ml. 
 
3.2  Ergebnisse der 2. Pilotstudie 
 
Alle Tiere überlebten ohne Komplikationen oder Anzeichen einer systemischen 
Infektion den postoperativen Beobachtungszeitraum von sechs Wochen. Unter 
prolongierter Antibiotikaprophylaxe (Ceftriaxon 50mg/kg Körpergewicht s.c. für 14 
Tage) betrug die Rate infizierter Pseudarthrosen bei 103 KBE in der Kontrollgruppe 
(Gruppe 7) 50% und 0% in der Versuchsgruppe (Gruppe 8) mit zusätzlicher Applikation 
von 200 µg rhBMP-2, in einer Konzentration von 2 mg/ml. Die Verwendung von 105 
KBE als Inokulationsdosis führte unter rhBMP-2-Anwendung zu 100% (Gruppe 10) und 
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zu 50% in der Kontrollgruppe (Gruppe 9) zu einer infizierten Tibiapseudarthrose (Tab. 
5). 
Infizierte 
Pseudarthrosen 
Kontrolle  
 
200 µg rhBMP-2 
(Konz.: 2 mg/ml) 
Total 
103 KBE (Gruppe 7)         1/2 (Gruppe 8)           0/2 1/4 
105 KBE (Gruppe 9)         1/2 (Gruppe 10)           2/2 3/4 
 
Tabelle 5: Ergebnis der 2. Pilotstudie 
 
3.2.1 klinische Beurteilung 
 
Tiere mit Anzeichen für eine infizierte Pseudarthrose wiesen als Zeichen einer 
Weichteil- und Knocheninfektion prätibiale Schwellungen, lokale 
Gewebseinschmelzungen und zum Teil fistulierende subkutane Eiterformationen auf 
(Abb. 14). 
 
 
Abbildung 14: Beurteilung der Knochen- und Weichteilinfektion bei einem Versuchstier mit 10
5 
KBE (a) 
und 10
7 
KBE (b). Beide Tiere präsentierten eine deutliche Knochen- und Weichteilinfektion mit Eiterbildung 
(Pfeil in Bild a und b).  
 
3.2.2 Röntgendiagnostik 
 
Die koventionell radiologische Diagnostik bestätigte ausnahmslos die klinisch 
erhobenen Befunde. Fehlende kortikale Überbrückung des Osteotomiespaltes, 
Knochensequester, kortikale Lyse und Periostverdickungen zeichneten die chronische 
Osteitis aus. Intramedulläre Implantate infizierter Tiere wiesen diaphysär im Bereich 
des Defektes aufgrund der persistierenden Instabilität Verformungen auf (Abb. 15 c, d). 
Die für infektionsfrei befundenen Tiere imponierten ohne Anhalt für Zeichen einer 
a) b) 
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Knocheninfektion mit der vollständigen Überbrückung der vier Tibiacortices und 
Osteointegration des K-Drahtes (Abb. 15 a, b). 
 
 
Abbildung 15: Erfolgreiche Überbrückung von vier Cortices in der lateralen (a) und a.-p.- Aufnahme nach 
42 Tagen bei einer Inokulationsdosis von 10
3
 KBE (b). Im Vergleich eine diaphysäre infizierte 
Tibiaschaftpseudarthrose bei 10
5
 KBE mit Bildung eines Knochensequesters (Pfeil in c) ohne Anzeichen 
einer kortikalen Überbrückung in der lateralen (c) und a.-p.- Aufnahme (d). 
 
3.2.3 Mikrobiologische Auswertung 
 
Die mikrobiologische Auswertung der infizierten Tiere ergab annäherungsweise 104 
KBE auf den Agarplatten der ausgerollten K-Drähte. Die Verteilung der Kolonien legte 
nicht nur die Besiedelung im Bereich der Frakturzone, sondern die Kolonisierung über 
die gesamte Länge des Implantates nahe. Die K-Drähte der infektionsfreien Tiere 
blieben steril (Abb. 16). Die Verdünnungsreihen aus den zermahlenen Knochenproben 
ergaben, unabhängig ob 103 oder 105 KBE zur Inokulation verwendet wurden, 
durchschnittlich 105 KBE/g Knochen. 
 
Abbildung 16: Beispiele für bebrütete Agarplatten nach Ausrollen der K-Drähte. Homogene Kolonisierung 
der Implantate, erkennbar am positiven Kulturwachstum über die gesamte Länge des ausgerollten 
Implantates (Pfeile) bei 10
3
 KBE (a) und 10
5
 KBE (b) als Inokulationsdosis. Kein Kulturenwachstum auf der 
Agarplatte bei einem infektionsfreien Tier (c). 
 
a) b) c) 
a) b) c) d) 
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3.2.4 Rasterelektronenmikroskopie 
 
In der Rasterelektronenmikroskopie fielen die klinisch infizierten Versuchstiere durch 
Anhäufungen kokkoider Bakterien, eingebettet oder unter einer Schicht extrazellulärer 
Matrix verborgen, auf. Diese Schicht an extrazellulärer Matrix wurde als Biofilm 
bakteriellen Ursprungs bewertet (Abb. 17). Die explantierten Implantate nicht infizierter 
Tiere waren frei von Biofilmformationen. 
 
Abbildung 17: K-Draht eines infizierten Tieres mit 10
5
 KBE. Auffälliger recht scharf begrenzter Film (a, b), 
der mit zunehmender Vergrößerung Bakterienformationen (c) erkennen lässt, bis einzelne kokkoide 
Bakterien (d) voneinander abgegrenzt werden können. 
 
3.2.5 Zusammenfassung der 2. Pilotstudie 
 
Der zweite Abschnitt der Pilotstudie bestätigte, dass es sich bei dem Tiermodell, 
bestehend aus Tibiaschaftosteotomie und anschließender intramedullärer 
Osteosynthese mit bakterieller Kontamination um ein zuverlässiges Modell zur 
Induktion einer infizierten Pseudarthrose am Tibiaschaft von Ratten handelte. 105 KBE 
als Inokulationsdosis generierten zuverlässig eine auf die operierte Extremität limitierte 
a) 
d) c) 
b) 
 
43 3 Resultate 
Infektion ohne systemische Komplikationen der Versuchstiere, so dass die Anzahl der 
benötigten Versuchstiere in der Hauptstudie auf ein nötiges Minimum beschränkt 
werden konnte. Eine Inokulationsdosis von 103 KBE erschien aufgrund unzuverlässiger 
Infektionsgenerierung als unzureichend niedrig. Darüber hinaus korrelierten die 
angewandten Kriterien der verschiedenen Beurteilungsverfahren einer Weichteil- und 
Knocheninfektion zu 100%. Eiter, Abszessformationen und Instabilität des 
Unterschenkels als klinische Zeichen einer Weichteil- und Knocheninfektion wurden 
ausnahmslos durch die Ergebnisse der Mikrobiologie und Bildgebung in Form der 
Rasterelektronenmikroskopie, Röntgendarstellung in zwei Ebenen bestätigt. Ergab die 
klinische Begutachtung keine Hinweise für eine Infektion, so bestätigten alle weiteren 
Untersuchungsmethoden die stabile Knochenheilung. 
 
Die ausgewählte prolongierte Ceftriaxonprophylaxe mit 0,4 mg/kg KG subkutan für 14 
Tage führte zu einer Reduktion an Infektionen. Waren im ersten Abschnitt der 
Pilotstudie alle Tiere mit 103 (Gruppe 1+2) oder 105 KBE (Gruppe 3+4) infiziert, betrug 
die Infektionsrate im zweiten Teil bei 103 KBE (Gruppe 7+8) 25% und bei 105 KBE 
(Gruppe 9+10) 75%. Als Inokulationsdosis für die Hauptstudie wurden 104 
koloniebildende Einheiten verwendet, da 103 KBE unzureichend häufig eine infizierte 
Pseudarthrose induzierte und 105 KBE in der Kontrollgruppe (Gruppe 9) zu 50%, sowie 
zu 100% in der Versuchsgruppe (Gruppe 10) mit Applikation von 200 µg rhBMP-2, in 
einer Konzentration von 2mg/ml, eine infizierte Pseudarthrose verursachte. 
 
Insgesamt handelt es sich um ein reliables Tiermodell zur Induktion einer infizierten 
Tibiapseudarthrose unter systemischer Ceftriaxon-Antibiose bei Sprague-Dawley- 
Ratten. Dies ermöglicht klinisch bewährte Therapieregimes durch adjuvante 
Therapieoptionen, zum Beispiel der Einsatz von rhBMP-2 zur Prävention infizierter 
Pseudarthrosen der Tibia nach Fraktur mit bakterieller Kontamination, präklinisch zu 
untersuchen und zu beurteilen. 
 
3.3  Hauptstudie 
 
Alle Tiere überlebten ohne Komplikationen oder Anzeichen einer systemischen 
Infektion die postoperative Beobachtungsperiode von sechs Wochen, so dass neben 
der täglichen Körpergewichtskontrolle und Ausrollen der explantierten K-Drähte auf 
Agarplatten sieben zufällig ausgewählte Tibiae jeder Gruppe 
microcomputertomographisch gescannt und anschließend biomechanisch getestet 
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werden konnten. Zur genaueren Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten 
wurden die verbleibenden vier Tibiae pro Gruppe zermahlen und durch eine 
Verdünnungsreihe mit maximaler Dilution von 1:1000 ausgewertet (Tab. 6). 
 
 rhBMP-2 Kontrolle Total 
Gewichtskontrolle 11 11 22 
Rasterelektronen-
mikroskopie 
11 11 22 
ausgerollte K-Drähte 11 11 22 
µCT 7 7 14 
Biomechanik 7 7 14 
Verdünnungsreihe 4 4 8 
 
Tabelle 6: Übersicht über die Auswertung der Hauptstudie 
 
3.3.1 klinische Beurteilung 
 
Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der rhBMP-2- Gruppe imponierten zehn von 
elf Versuchstieren (Tab. 7) mit deutlichen Anzeichen einer Weichteil- und 
Knocheninfektion, gekennzeichnet durch subkutane Eiterformationen, prätibiale 
Schwellungen, Gelenkergüsse, Gelenkempyeme und lokale Gewebseinschmelzungen. 
Ein Tier pro Gruppe präsentierte keine klinischen Infektionszeichen (Abb. 18). Allen 
infizierten Tieren, insgesamt 20 Tiere, war eine abnorme Beweglichkeit des 
Osteotomieareals gemein. Dagegen präsentierten die zwei verbliebenen Tiere ohne 
Hinweis auf eine aktuelle oder stattgehabte Infektion stabile Verhältnisse. 
 
klinische Infektions-
zeichen 
infektionsfrei Total 
rhBMP-2 10 1 11 
Kontrolle 10 1 11 
 
Tabelle 7: Übersicht der klinischen Ergebnisse der Hauptstudie 
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Abbildung 18: Zeichen einer infizierten Pseudarthrose (Pfeil) eines Tieres aus der Kontrollgruppe (a) mit 
putridem fibrösen Gewebe (gestrichelter Pfeil) im Bereich der Osteotomie (b). Stabile und infektionsfrei 
verheilte Osteotomie (gepunkteter Pfeil) eines Tieres der rhBMP-2- Gruppe (c). 
 
3.3.2 Körpergewichtsentwicklung 
 
In beiden Gruppen konnte eine signifikante Körpergewichtszunahme für den 
Beobachtungszeitraum von 42 Tagen beobachtet werden (p< 0,001). 
Die zusätzliche Applikation von rhBMP-2 führte im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne 
rhBMP-2 aber nicht zu einer statistisch signifikant erhöhten Körpergewichtszunahme 
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(p=0,29). Die Körpergewichtsentwicklung wurde als Profilplot 
(Wechselwirkungsdiagramm) in Form eines Liniendiagramms dargestellt (Abb. 19). Die 
Messzeitpunkte eins bis fünf entsprechen den unmittelbar postoperativ, sowie an Tag 
7, 14, 21 und Tag 42 durchgeführten Gewichtsmessungen. Das Gewicht der 
Versuchstiere der BMP-2- Gruppe und der Kontrollgruppe an den jeweiligen 
Messzeitpunkten wurde als arithmetischer Mittelwert aufgetragen. Hierbei zeigte sich in 
der rhBMP-2- Gruppe eine Gewichtszunahme um 24% und in der Kontrollgruppe um 
15%. Die Tiere der rhBMP-2- Gruppe nahmen im gesamten Beobachtungszeitraum im 
Vergleich zur Kontrollgruppe 60% mehr Gewicht zu. Auch der Körpergewichtsverlust 
sieben Tage postoperativ fiel mit 0,6% im Vergleich mit 5% zum Messzeitpunkt 2 (Tag 
7 postoperativ) in der Kontrollgruppe moderater aus. 
 
Abbildung 19: Körpergewichtsentwicklung für den Beobachtungszeitraum von 42 Tagen. 
 
Zusammenfassend führte die zusätzliche Applikation von rhBMP-2 in der 
Versuchsgruppe im Vergleich zur rhBMP-2- freien Behandlung,  weder zu einer 
statistisch signifikant verstärkten Körpergewichtszunahme (p=0,29) im gesamten 
Beobachtunsgzeitraum von 6 Wochen, noch zu einem statistisch signifikant 
geringerem postoperativen Körpergewichtsverlust (p=0,32).  
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3.3.3 Röntgen 
 
Analog zu den Ergebnissen der klinischen Untersuchung waren bei zehn von elf Tieren 
beider Gruppen infizierte Pseudarthrosen mit Knochensequestern, Osteolysen und 
periostale Auftreibungen, zum Teil über die gesamte Länge der Tibia, als Zeichen einer 
chronischen Osteitis zu sehen. Sämtliche intramedulläre Implantate waren durch die 
mechanische Belastung verformt. Die Krümmung erfolgte diaphysär im Defektbereich. 
Materialbruch als Folge übermäßiger Biegebelastung, trat nicht auf. Die seitliche und 
a.-p.- Aufnahme, der zwei für klinisch infektionsfrei befundenen Tiere, bestätigte 
zweifelsfrei die kortikale Überbrückung aller vier Cortices und regelrechte 
Osteointegration des Marknagels (Abb. 20). 
 
 
 
Abbildung 20: Frakturheilung mit Überbrückung der vier Cortices in 2 Ebenen (a, b) ohne Merkmale einer 
Infektion bei einem Tier der rhBMP-2- Gruppe. Infizierte Pseudarthrose in 2 Ebenen (c, d) bei einem Tier 
aus der rhBMP-2- Gruppe mit deutlicher Knochensequestrierung. 
 
3.3.4 Micro-CT 
 
Für sieben zufällig ausgewählte Tiere aus der Versuchs- als auch Kontrollgruppe 
wurde ein Mikro-CT durchgeführt (Abb. 21). In beiden Gruppen hatten jeweils sechs 
Tiere eine infizierte Pseudarthrose und ein Tier war knöchern konsolidiert (Tab. 8). Die 
zwei Tiere mit geheilter Fraktur waren identisch mit den zwei klinisch und radiologisch 
blanden Tieren. 
 
 
a) b) d) c) 
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 Pseudarthrose infektionsfrei Total 
rhBMP-2 6 1 7 
Kontrolle 6 1 7 
 
Tabelle 8: Ergebnisse der µCT- Scans 
Für den t-Test zur Überprüfung signifikanter Unterschiede des Quotienten (TV/BV) aus 
kalzifiziertem Knochenvolumen (BV) zu gescanntem Gesamtvolumen (TV) bestanden 
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede (p=0,26). 
Somit führte die Anwendung von rhBMP-2 in der Versuchsgruppe nicht zu einer 
statistisch signifikanten Veränderung des Verhältnisses von kalzifiziertem knöchernem 
Gewebe zu Gesamtgewebe. Eine eventuell zu erwartende, durch rhBMP-2 Applikation, 
induzierte Osteogenese, mit höherem Quotienten im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne 
rhBMP-2 Anwendung, fand nicht in einem statistisch signifikanten Ausmaß statt. 
 
 
Abbildung 21: Kortikale Überbrückung (a) der vier Cortices des infektionsfreien Tieres der rhBMP-2- 
Gruppe. Ausgebliebene knöcherne Überbrückung des Osteotomiespaltes mit 
Knochensequesterformationen eines Versuchstieres mit Anwendung von rhBMP-2 (b). 
a) b) 
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3.3.5 Mikrobiologie 
 
Durch die zusätzliche Applikation von rhBMP-2 konnten die mikrobiologischen 
Ergebnisse nicht statistisch signifikant verbessert werden. 20 von 22 (90,9%) der 
explantierten K-Drähte führten nach Ausrollen auf Agarplatten zu positivem 
Kulturenwachstum. Die bakterielle Besiedlung der eingebrachten Implantate betrug 
sowohl in der rhBMP-2- Gruppe als auch in der Kontrollgruppe näherungsweise 104 
KBE pro K-Draht. In allen Fällen geht aus dem Verteilungsmuster der auf den 
Agarplatten gewachsenen Kolonien eindeutig eine über den Osteotomiespalt 
hinausreichende Besiedlung der K-Drähte von der Insertionsstelle an der Tuberositas 
tibiae bis zum distalen Ende des K-Drahtes im Bereich der distalen Tibiametaphyse 
hervor. Zwei sterile K-Drähte führten zu zwei sterilen Agarplatten frei von 
Bakterienkolonien (Abb. 22). Diese K-Drähte entstammten den klinisch und in der 
Bildgebung (Röntgen+Mikro-CT) unauffälligen Tieren mit regelrechter Frakturheilung. 
 
 
 
Abbildung 22: Resultate nach 24 Stunden Bebrütung der BHI-Agarplatten bei 37 ºC. Unter Applikation 
von 200 µg rhBMP-2 positives Kulturenwachstum (a), als auch sterile Verhältnisse bei stattgefundener 
Knochenheilung beobachtbar (b). Agarplatte eines kolonisierten K-Drahtes von einem Tier der Kontroll-
gruppe (c). 
 
Von den exartikulierten Tibiae wurden vier pro Gruppe zufällig ausgewählt, zermahlen 
und zur Bestimmung der Anzahl koloniebildender Einheiten pro Gramm Knochen durch 
eine Dilutionsreihe mit maximaler Verdünnung um den Faktor 1000 ausgewertet. 
Durch die zusätzliche Anwendung von rhBMP-2 konnte in diesem Modell die Anzahl 
koloniebildender Einheiten eines biofilmbildenden Staphylococcus aureus (EDC 5055) 
statistisch signifikant gesenkt werden (p=0,032).  
Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro Gramm Knochen im geometrischen 
Mittel bei linksgipfeliger Verteilung waren 1,60•104 für die rhBMP-2, respektive 28,4•104 
für die Kontrollgruppe (Tab. 9). Somit war die bakterielle Last pro Gramm Knochen im 
geometrischen Mittel in der Versuchsgruppe um 94,4% geringer als in der 
Kontrollgruppe (Abb. 23). 
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Tabelle 9: Koloniebildende Einheiten pro g Knochen  
 
 
Abbildung 23: Darstellung der geometrischen Mittelwerte KBE/g Knochen  
 
3.3.6 Rasterelektronenmikroskopie 
 
Die explantierten Implantate der Tiere mit infizierter Tibiapseudarthrose zeigten 
Kolonien kokkoider Bakterien eingebettet in eine für Biofilm typische hochvisköse 
extrazelluläre Matrix. Die K-Drähte der zwei nicht infizierten Tiere waren frei von 
extrazellulärer Matrix mit Ansammlungen kokkoider Bakterien (Abb. 24). 
 
Die Rasterelektronenmikroskopie bestätigte, neben der nach klinischen, 
mikrobiologischen und radiologischen Kriterien manifesten infizierten Pseudarthrose, 
die Induktion der Infektion durch den in den Osteotomiespalt eingebrachten 
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Staphylococcus aureus. Die Besiedlung des K-Drahtes ist das morphologische Korrelat 
einer persistierenden Implantat-assoziierten Knocheninfektion. 
 
 
Abbildung 24: Steriler K-Draht eines nicht infizierten Tieres (a, b). Anhäufung kokkoider Bakterien mit 
Biofilmbildung (c), die in höherer Vergrößerung gut voneinander abgrenzbar sind (d).  
 
3.3.7 Biomechanik 
 
Die biomechanische Testung von insgesamt 14 zufällig ausgewählten Tibiae ergab für 
die zusätzliche rhBMP-2 Applikation im Vergleich zur Kontrollgruppe keine statistisch 
signifikant höhere Torsionssteifigkeit (p=0,6). Für die sieben getesteten Tibiae aus der 
rhBMP-2- Gruppe bestand eine geringfügig höhere Torsionssteifigkeit mit 0,09 Nm im 
Vergleich zur Kontrollgruppe mit 0,065 Nm. Das Versuchstier aus der rhBMP-2- 
Gruppe mit erfolgreicher knöcherner Konsolidierung zeigte mit 0,3 Nm die höchste 
Rigidität, gefolgt von der geheilten Fraktur aus der Kontrollgruppe mit 0,21 Nm (Abb. 
25). 
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Abbildung 25: Biomechanische Torsionssteifigkeit 
 
3.3.8 Zusammenfassung der Hauptstudie 
 
Das Tiermodell führte nach Tibiaschaftosteotomie und anschließender intramedullärer 
Osteosynthese mit bakterieller Kontamination von 104 koloniebildenden Einheiten 
eines Staphylococcus aureus mit ausgeprägter Biofilmbildungskapazität sowohl in der 
Versuchsgruppe mit Verwendung von rhBMP-2, als auch in der Kontrollgruppe in 
90,9% zu einer infizierten Tibiapseudarthrose. Die Infektion beschränkte sich stets auf 
die operierte Extremität, ohne dass systemische Komplikationen beobachtet wurden. 
Wie auch in der vorangegangenen zweiteiligen Pilotstudie korrelierten die Befunde der 
verschiedenen Beurteilungsverfahren für eine Weichteil- und Knocheninfektion exakt 
miteinander. Subkutane fluktuierende Schwellungen, Eiter, Fisteln, 
Abszessformationen und Instabilität des Tibiaschaftes als klinische Zeichen einer 
infizierten Tibiapseudarthrose wurden mikrobiologisch, radiologisch und 
rasterelektronenmikroskopisch ausnahmslos bestätigt. Die im Vergleich zur 
Kontrollgruppe moderat erhöhte Körpergewichtszunahme, sowie ein geringerer 
postoperativer Gewichtsverlust, als auch eine geringfügig höhere Torsionssteifigkeit, 
war nicht statistisch signifikant von der rhBMP-2- Applikation abhängig. Durch die 
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zusätzliche Anwendung von 200 µg rhBMP-2, in einer Konzentration von 2 mg/ml, 
konnte die „Bakterienlast“ pro Gramm Knochen statistisch signifikant gesenkt werden. 
Ein etwaiger positiver Einfluss auf die klinischen und radiologischen Ergebnisse konnte 
dabei nicht ermittelt werden. Auch eine auf Grund der geringfügig verbesserten 
Torsionssteifigkeit suggerierte Erhöhung des Quotienten aus kalzifiziertem 
Knochenvolumen zu gescanntem Gesamtknochenvolumen wurde durch das Mikro-CT 
nicht bestätigt. Bei jeweils einem Tier pro Untersuchungsgruppe lagen keine klinischen 
Anzeichen für eine Infektion vor, so dass durch alle weiteren Untersuchungsverfahren 
eine stabile Knochenheilung bestätigt wurde.  
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4 4 Diskussion 
 
Die offene Tibiaschaftfraktur stellt die häufigste offene Fraktur beim Menschen dar und 
wird überwiegend durch ein Hochrasanztrauma verursacht. Die geringe 
Weichteildeckung in Kombination mit einem Hochrasanztrauma führt dazu, dass mehr 
als die Hälfte der offenen Tibiafrakturen nach Gustilo und Anderson als drittgradig 
offene Frakturen zu klassifizieren sind (Court-Brown et al., 1998; Court-Brown und 
Caesar, 2006; Hansen et al., 2002). 
 
Offene Tibiafrakturen sind durch die Eröffnung der Haut potentiell kontaminiert und 
stellen, trotz verbesserter Operationstechnik und kontinuierlicher Fortentwicklung der 
Osteosynthesematerialien und rekonstruktiven Knochen- und Weichteilplastiken, für 
Patienten und behandelnde Ärzte ein besonders komplexes und herausforderndes 
Krankheitsbild dar. 
Schwerwiegendste und therapeutisch anspruchsvollste Komplikation ist die 
posttraumatische tiefe Knochen- und Weichteilinfektion die regelmäßig zu einer 
infizierten Pseudarthrose führt und bei über 50% der Patienten durch Stämme von 
Staphylococcus aureus verursacht wird. (Scheithauer et al., 2012; Trampuz und 
Zimmerli, 2005). Insbesondere drittgradig offene Frakturen sind aufgrund des 
ausgeprägten Weichteilschadens besonders vulnerabel für die Entwicklung einer 
infizierten Pseudarthrose (Papakostidis et al., 2011).  
 
Neben der kontinuierlichen Weiterentwicklung von Osteosynthesematerialien und 
Operationstechniken ist die Stimulation des physiologisch vorhandenen 
Regenerationspotentials des Knochens zur Verbesserung der klinischen 
Behandlungsergebnisse von besonderem Interesse. Bevorzugt eignen sich 
körpereigene osteoinduktive Substanzen, die maßgeblich die Knochenbruchheilung  
stimulieren und regulieren.  
1965 beschrieb der kalifornische Orthopäde Prof. Marshall Urist die Möglichkeit nach 
Injektion dekalzifizierter Knochenmatrix in Muskelgewebe, Knochen ektop de-novo zu 
bilden (Urist, 1965). Verantwortlich seien Bioproteine, sogenannte Bone Morphogenetic 
Proteins, die zur TGF-β- Superfamilie gehören (Urist et al., 1979). Bone Morphogenetic 
Protein 2 wurde 1988 erstmals isoliert und kann seitdem weniger aufwändig 
rekombinant produziert werden (Wozney et al., 1988). In multiplen experimentellen 
Studien konnten sowohl rhBMP-7 (Cook et al., 1994; Cook et al., 1995; Vögelin et al., 
2005) als auch rhBMP-2 (Yasko et al., 1992; Zegzula et al., 1997) ihre osteoinduktiven 
Eigenschaften bei kritischen Defekten langer Röhrenknochen unter Beweis stellen. 
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Kloen et al. (2002) zeigten eine anhaltende Expression von humanem BMP-2, BMP-4, 
BMP-7 und ihrer Rezeptoren BMPR- IA, BMPR- IB und BMPR- II bei verzögerter 
Frakturheilung und nicht infizierten Pseudarthrosen als Korrelat der experimentellen 
Ergebnisse auf zellulärer Ebene. BMPs können separat an die Rezeptoren binden. Die 
Bindung von BMP- 2 an BMPR- II wird durch die Koexpression der Typ I Rezeptoren 
verstärkt. Erst die Bindung an beide Rezeptortypen führt zu ausreichender 
Kinaseaktivität und Signaltransduktion (Liu et al., 1995). Brick et al. (2009) bestätigten 
die gesteigerte Expression von BMPR- II bei infizierten segmentalen Femurdefekten an 
Ratten, wenn zusätzlich 200 µg rhBMP-2 verwendet wurde und suggerieren somit, 
dass Osteoblasten im Rahmen von akuten Knocheninfektionen weiterhin responsiv für 
rhBMP-2 sind und BMP-2 seine osteoinduktiven Eigenschaften behalten hat. 
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, die osteoinduktiven Effekte von rhBMP-2 auf die 
Infektentwicklung und Knochenbruchheilung aufgrund vielversprechender klinischer 
Beobachtungen (Govender et al., 2002; Swiontkowski et al., 2006) mit Hilfe eines zuvor 
etablierten Tiermodells (Alt et al., 2011) bei Staphylococcus aureus kontaminierten 
Tibiaschaftosteotomien zu untersuchen.  
 
4.1  Tiermodell 
 
Zahlreiche Tiermodelle zur Induktion einer Osteitis der Tibia (An et al., 2006) sind in 
der Literatur bekannt. Keines von ihnen (Buxton et al., 2005; Fukushima et al., 2005; 
Hill et al., 2002; Li et al., 2008; Lucke et al., 2003a; Lucke et al., 2003b; Lucke et al., 
2005; Mc Pherson et al., 2008; Monzon et al., 2001; Poultsides et al., 2008; Salgado et 
al., 2005) simuliert die pathophysiologische Entwicklung einer posttraumatischen 
infizierten Tibiapseudarthrose durch eine intramedulläre Implantat-assoziierte Infektion 
nach drittgradig offener Tibiaschaftfraktur, da keines die direkte bakterielle 
Kontamination der Osteotomie im Tibiaschaftbereich nach Einbringen des 
intramedullären Implantates vorsieht. 
 
Das hier verwendete und etablierte Modell einer Implantat-assoziierten infizierten 
posttraumatischen Pseudarthrose des Tibiaschaftes (Alt et al., 2011) imponiert durch 
eine exakte Korrelation der angewandten Methoden zur Beurteilung einer Infektion und 
der Frakturheilung. Bei allen 36 Tieren aus den zwei Pilotstudien und der Hauptstudie 
mit klinischen Zeichen einer infizierten Pseudarthrose konnte diese mit den weiteren 
Beurteilungsverfahren ausnahmslos bestätigt werden. Wurden Rötungen und 
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Schwellungen der Weichteilgewebe, Abszessformationen, Fisteln, Eiter oder 
Gelenkergüsse als klinische Verdachtsmomente einer infizierten Pseudarthrose nach 
kontaminierter Osteotomie beobachtet, zeigten sich in der Bildgebung (Röntgen und 
µCT) Knochendestruktionen, Knochensequester, periostale Auftreibungen und 
Bereiche mit  kortikaler Lyse. Die dann ausgerollten K-Drähte und Verdünnungsreihen 
der zermahlenen Tibiae führten zu positivem Kulturenwachstum auf BHI-Agarplatten. 
Farbe und Anordnung der Kolonien auf den Agarplatten schlossen eine 
Fremdkontamination aus. Mithin kann nur der eingesetzte Staphylococcus aureus für 
die Induktion der Infektion verantwortlich gemacht werden. Das Vorgehen unter sterilen 
Operationsbedingungen, ausschließlich mit Materialien aus der Humanmedizin zum 
Arbeiten unter aseptischen Bedingungen, verhinderte eine diese Studie gefährdende 
Kontamination der Tibiaschaftosteotomien mit unbekannten sekundären Erregern. Die 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der explantierten K-Drähte zeigten 
Kolonien kokkoider Bakterien eingebettet in eine für Biofilm typische hochvisköse 
extrazelluläre Matrix. Die biofilmbildenden Eigenschaften des Staphylococcus aureus 
EDCC 5055 wurden so bestätigt. Neben der direkten Kontamination stellt die 
Persistenz des Erregers auf den Implantaten einen wichtigen 
Pathogenitätsmechanismus für infizierte Pseudarthrosen dar (Patzakis und Zalavras, 
2005). Die Infektion beschränkte sich stets auf die operierte Extremität. Fieber, 
Tachykardie und Tachypnoe als klinische Parameter einer systemischen Infektion 
(Lorenz, 2009) traten nicht auf. Alle Tiere in der Hauptstudie, ob mit oder ohne 
Knocheninfektion, zeigten eine strenge Körpergewichtszunahme im 
Beobachtungszeitraum von sechs Wochen nach einem postoperativen Gewichtsverlust 
in der ersten Woche von 0,6% in der BMP-2- Gruppe, respektive von 5% in der 
Kontrollgruppe. Eine statistisch signifikant gesteigerte Körpergewichtszunahme durch 
rhBMP-2 im Vergleich zur BMP-2- freien Behandlung wurde nicht beobachtet. Die 
insgesamt sechs Tiere mit blander Klinik bezüglich einer infizierten Pseudarthrose 
wiesen sterile Agarplatten und K-Drähte auf. In der Bildgebung bestätigte sich die 
knöcherne Konsolidierung. Die exakte Korrelation der angewandten verschiedenen 
diagnostischen Verfahren verleiht dem Modell ein hohes Maß an Reliabilität für die 
Entwicklung einer infizierten Pseudarthrose als auch für die reguläre Knochenheilung.  
Zusammenfassend bietet dieses Modell, auf Grundlage der erreichten Annäherung an 
das klinische Szenario einer kontaminierten offenen Tibiaschaftfraktur, die Möglichkeit 
sämtliche Therapiebausteine zu variieren und in vivo zu beurteilen. 
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4.2  Klinische Studien zur Anwendung von rhBMP-2 
 
In verschiedenen präklinischen und klinischen Studien zur Knochenheilung führte der 
Zusatz von rhBMP-2 zu geringeren Infektions- und höheren Fusionsraten im Vergleich 
zur Standardbehandlung ohne rh-BMP-2.  
In einer 450 Patienten umfassenden prospektiven randomisierten multizentrischen 
Studie reduzierte die Applikation von rhBMP-2 auf einem Kollagenschwamm statistisch 
signifikant die Anzahl sekundärer Eingriffe, beschleunigte die Frakturheilung und 
senkte sowohl Infektionsrate als auch Pseudarthrosenrate bei drittgradig offenen 
Tibiafrakturen (Govender et al., 2002). Die Aussagekraft dieser Studie ist durch das 
Ungleichgewicht in der Behandlung zwischen Versuchsgruppe mit rhBMP-2 und 
Kontrollgruppe ohne rhBMP-2 limitiert. In der Versuchsgruppe werden 41% und in der 
Kontrollgruppe nur 27% der Frakturen mit einem Marknagel nach Aufbohrung des 
Markkanals versorgt. Zudem wurden frakturierte Fibulae ab einer Defektgröße >2 mm 
zusätzlich plattenosteosynthetisch versorgt. Die Stabilisierung der Fibula verbessert die 
Bedingungen der Frakturheilung für Tibiafrakturen (Horn et al., 2008). In einer von 
Swiontkowski et al. (2006) durchgeführten Datenanalyse der verschiedenen 
Subgruppen der BESST-Studie (BMP-2 Evaluation in Surgery for Tibial Trauma; 
Govender et al., 2002) in die weitere 60 Patienten einer unveröffentlichten 
amerikanischen Studie einbezogen wurden, bestätigte sich insbesondere für drittgradig 
offene Frakturen die statistisch signifikante Reduktion der Infektions- und 
Pseudarthrosenrate als auch die akzelerierte Frakturheilung für die Kombination 
Marknagelosteosynthese in aufgebohrter Technik plus Applikation von rhBMP-2 in 
einer Konzentration von 1,5 mg/ml im postoperativen Follow-up- Zeitraum von 12 
Monaten.  
Jones et al. (2006) verglichen in einer randomisierten prospektiven Studie rhBMP-2 
und Allograft mit Autograft zur Rekonstruktion diaphysärer Tibiafrakturen mit kortikalen 
Defekten. Die Kombination Allograft mit rhBMP-2 führte zu äquivalenten Ergebnissen 
im Vergleich zum bis dato gültigen „Goldstandard“ Autograft. Nachteilig wirkt sich auf 
die Aussagekraft die geringe Anzahl von 15 Patienten pro Gruppe und die geringeren 
Defektgrößen in der rhBMP-2 Gruppe aus. Bisherige klinische Studien zur Anwendung 
von rhBMP-2 bei diaphysären Tibiafrakturen (Govender et al., 2002; Jones et al., 2006; 
Swiontkowski et al., 2006) beschränken sich im Gegensatz zu tierexperimentellen 
Studien ausschließlich auf die Applikation von BMP-2 zum Zeitpunkt des definitiven 
Wundverschlusses nach erfolgreichem Wundmanagement. Dazu gehörte das 
wiederholte Débridement der Wunde, rekonstruktive Knochen- und Weichteileingriffe 
zur Revaskularisierung und Deckung des Defektes, als auch die temporäre externe 
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Fixation der Tibia bis zur Konsolidierung des traumatisierten Weichteilmantels und 
anschließende Konversion zur Marknagelosteosynthese. Die klinische Anwendung von 
rhBMP-2 beschränkt sich somit auf Tibiaschaftfrakturen mit vitaler Wundfläche ohne 
Anzeichen einer bakteriellen Kontamination oder Infektion. Patienten mit stark 
verschmutzten, offensichtlich bakteriell kontaminierten, Frakturen wurden ebenso wie 
Patienten mit präexistenten anderen Infektionen von diesen Studien ausgeschlossen, 
so dass bisher keine klinischen Studien zur Beurteilung der Effekte von rhBMP-2 auf 
die Infektentwicklung und die Knochenbruchheilung frakturierter Tibiae bei 
offensichtlich bakterieller Kontamination existieren. 
Allen et al. (2007), Aryan et al. (2007) und O´Shaughnessy et al. (2008) berichten über 
eine hohe Fusionsrate, weniger Materialversagen, geringe Rezidivquoten und gute 
klinische Resultate, wenn rhBMP-2 im „Off-Label-Use“ zur Behandlung pyogener 
vertebraler Osteomyelitiden eingesetzt wurde. Fehlende gematchte Kontrollgruppen, 
kleine und nicht repräsentative Patientenkollektive von 14, 15 und 20 Patienten, 
verschiedene operative Zugänge und Verfahren, ein breites Spektrum an Erregern und 
zahlreiche Komorbiditäten üben negativen Einfluss auf die Aussagen hinsichtlich 
positiver Effekte von rhBMP-2 aus. Auch diese Studien umfassten ein obligat 
durchgeführtes Wundmanagement, bestehend aus repetitivem Wunddébridement und 
Defektdeckung, zur Schaffung vitaler und bakterienfreier Knochen- und 
Weichteilverhältnisse. 
Klinische Studien zur Beurteilung der Effekte von rhBMP-2 auf die Knochenheilung von 
offenen Frakturen mit bakterieller Kontamination existieren bisher weder für frakturierte 
Tibiae noch für andere Knochen. 
 
4.3 Experimentelle Studien zur Anwendung von rhBMP-2 
 
Um der langwierigen und komplikationsreichen Behandlung einer Knocheninfektion 
Rechnung zu tragen, stehen im Gegensatz zu klinischen Studien, die Infektentwicklung 
und Knochendefektheilung bakteriell stark kontaminierter Knochen verstärkt im Fokus 
der präklinischen tierexperimentellen Forschung. 
 
Präklinische Studien für bakterielle Knocheninfektionen zeigen sowohl für BMP-2 als 
auch BMP-7 positive Trends hinsichtlich Frakturheilung und Infektionsrate. Das von 
Chen et al. (2007) entwickelte Modell einer chronisch infizierten Femurpseudarthrose 
bei Ratten beinhaltet die direkte Kontamination eines 6 mm großen segmentalen 
Femurdefektes mit einer Inokulationdosis von 104 KBE eines Staphylococcus aureus 
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Stammes. Der Defekt wurde mit einer Polyacetylplatte und sechs K-Drähten stabilisiert. 
Die Wunde wurde zwei Wochen nach primärem Wundverschluss revidiert und radikal 
débridiert. Anschließend wurde der Kollagenschwamm mit rhBMP-2 appliziert und die 
Wunde primär verschlossen. Die Etablierung der Infektion wurde durch positive 
Bakterienkulturen zum Zeitpunkt der Wundrevision bestätigt. RhBMP-2 führte 
dosisabhängig zu einer statistisch signifikanten Knochenbildung im Defektareal, die 
durch eine zusätzliche subkutane Antibiotikaprophylaxe mit Ceftriaxon für vier Wochen 
nach Débridement noch gesteigert werden konnte. In den Kontrollgruppen war 
radiologisch und histologisch keine Knochenbildung im Defektareal messbar. Eine 
vollständige knöcherne Überbrückung wurde auch bei Tieren mit der höchsten 
angewandten Dosis von 200 µg rhBMP-2, in einer Konzentration von 2 mg/ml, und 
systemischer Ceftriaxon-Antibiose nach 12 Wochen nicht erzielt, so dass sich auch in 
der biomechanischen Testung keine statistisch signifikanten Vorteile für BMP-2 
ergaben. Darüber hinaus konnte keine einzige Infektion vollständig eliminiert werden, 
da alle angelegten Bakterienkulturen zum Zeitpunkt der Euthanasie positiv für den 
eingesetzten Staphylococcus aureus waren. 
Mit identischem Tiermodell konnte für rhBMP-7, im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne 
BMP, histologisch und radiologisch eine dosisabhängige statistisch signifikante 
Neubildung von Knochen im Defektbereich trotz persistierender Infektion 
nachgewiesen werden. Auch in dieser Studie konnte keine vollständige knöcherne 
Fusion beobachtet werden (Chen et al., 2006).  
 
Southwood et al. (2004) verfolgen einen anderen Ansatz der BMP-2 Applikation. Ein 
Femurdefekt von 10 mm im Kaninchenmodell wird ebenfalls plattenosteosynthetisch 
versorgt und durch zwei zusätzliche Zerklagen um die Plattenosteosynthese gesichert. 
Das Defektareal wird am zweiten postoperativen Tag perkutan mit 5•106 KBE eines 
Staphylococcus aureus infiziert. Zusätzlich wurde eine sklerosierende Flüssigkeit zur 
beschleunigten Etablierung der Knocheninfektion in die beiden Femurenden injiziert. 
Unmittelbar im Anschluss wurden die Zellen im Defektbereich mit dem Ziel einer 
gesteigerten endogenen BMP-2 Expression, ebenfalls perkutan, durch einen 
adenoviralen Vektor mit BMP-2 Genen (Ad-BMP-2) transfiziert. Die Behandlung mit 
Ad-BMP-2 führte im Vergleich zu Kontrolltieren zu einer histologisch und radiologisch 
nicht statistisch signifikanten, moderat gesteigerten, Knochenbildung. Bisher gibt es 
also keine ausreichenden Daten von präklinischen in vivo Studien für eine intern 
stabilisierte, bakteriell massiv kontaminierte, Osteotomie mit zusätzlicher Applikation 
eines mit rhBMP-2 versetzten Kollagenschwammes. Bereits durchgeführte 
tierexperimentelle Studien beschränken sich auf chronische Infektionen die entweder 
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revidiert werden oder gentherapeutische Ansätze verfolgen, die in der klinischen 
Anwendung, auch aus ethischen Gründen, nicht etabliert sind. Die mit der vorliegenden 
Studie gewonnenen Erkenntnisse sollen auf Basis des etablierten Tiermodells klinische 
Szenarien simulieren um Rückschlüsse auf die Effekte von rhBMP-2 bei 
kontaminierten Frakturen langer Röhrenknochen zu ziehen. 
 
4.4 Ergebnisse im Vergleich zu anderen präklinischen und                  
.     klinischen und Studien 
 
In dieser Studie konnte für rhBMP-2 im Gegensatz zu den erwähnten klinischen 
Studien (Allen et al., 2007; Aryan et al., 2007; Govender et al., 2002; O´Shaughnessy 
et al., 2008; Swiontkowski et al., 2006) kein positiver, statistisch signifikanter, Effekt auf 
die Infektentwicklung und Pseudarthrosenrate beobachtet werden. In der 
Versuchsgruppe und in der Kontrollgruppe präsentierten 90,9% (10/11) der 
Versuchstiere eine infizierte Tibiapseudarthrose. In der rhBMP-2- Gruppe konnte die 
Anzahl der Bakterien pro Gramm Knochen statistisch signifikant gesenkt werden. Ein 
wesentliches Kriterium einer erfolgreichen Frakturheilung ist neben der blanden Klinik 
(ohne Functio laesa und klassische Entzündungszeichen wie Rubor, Dolor, Calor und 
Tumor), die knöcherne Durchbauung drei von vier Cortices in bildgebenden Verfahren 
(Govender et al., 2002). Die Anwendung von 200 µg rhBMP-2, in einer Konzentration 
von 2 mg/ml, führte in dieser Studie zu keinen statistisch signifikanten radiologischen 
Unterschieden.  
Darüber hinaus verhalten sich die hier erhobenen radiologischen Ergebnisse teilweise 
komplementär zu den Ergebnissen anderer experimenteller Studien (Chen et al., 2006 
und 2007), die über eine vermehrte Knochenbildung im Defektareal trotz einer 
persistierenden staphylogenen Knocheninfektion berichten.  
 
Eine mögliche Ursache liegt in der bisherigen Anwendung von rhBMP-2 in klinischen 
Studien (Govender et al., 2002), die sich streng an den empfohlenen 
Therapiealgorithmus gehalten haben, der bei offenen Tibiafrakturen vor definitiver 
Marknagelosteosynthese und etwaiger Applikation von BMP-2, neben der temporären 
Anlage eines Fixateurs externe, zunächst eine ausgiebige Wundtoilette und Schaffung 
nicht infektiöser Wundverhältnisse vorsieht (Diefenbeck et al., 2006; Hofman et al., 
1997; Sanders et al., 1994). Auch die klinischen Studien zum „Off-Label-Use“ von 
rhBMP-2 bei pyogenen vertebralen Osteomyelitiden sehen ein obligates 
Wundmanagement vor (Allen et al., 2007; Aryan et al., 2007; O´Shaughnessy et al., 
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2008). Nach Resektion potentiell kontaminierter, infizierter, minderperfundierter und 
nekrotischer Gewebsareale dürfte einerseits die Anzahl vorhandener Bakterien 
drastisch reduziert worden sein und andererseits verbliebenen Bakterien dadurch ein 
leicht zu kolonisierendes Gewebe entzogen worden sein, welches die Entwicklung 
einer Knochen- und Weichteilinfektion begünstigt. Zum Teil wurden zur adäquaten 
Defektdeckung weitere Knochen- und Weichteilplastiken durchgeführt (Govender et al., 
2002), die zu einer Reduktion der Vulnerabilität von frakturierten Knochen für 
Knocheninfektionen führt (Akiyama et al., 2007; Ziran, 2007). Da in den klinischen 
Studien zum Zeitpunkt der definitiven Osteosynthese nach Abschluss der 
Weichteilsanierung auf die Anlage von Bakterienkulturen verzichtet wurde (Allen et al., 
2007; Aryan et al., 2007; Govender et al., 2002; O´Shaughnessy et al., 2008; 
Swiontkowski et al., 2006), kann weder eine qualitative noch semi- quantitative 
Aussage über im Defektbereich verbliebene Bakterien getroffen werden. 
Zudem werden in der gängigen klinischen Praxis kolonisierte Implantate, als 
wahrscheinlicher Infektionsfokus entfernt (Patzakis et al., 1986; Patzakis und Zalavras, 
2005). Govender et al., (2002) trugen diesem Umstand insofern Rechnung, indem der 
Verfahrenswechsel von externer Fixation zu Marknagelosteosynthese erst 
durchgeführt wurde, nachdem das Weichteilmanagement abgeschlossen war, und die 
Wunde für infektionsfrei befunden wurde. Ein für nicht bakteriell kontaminiert 
befundener Defekt senkt das Risiko einer Kolonisierung des verwendeten 
Osteosynthesematerials und beugt somit der Entstehung und Persistenz einer 
Knocheninfektion durch eine Fremdmaterialoberfläche vor (Akiyama et al., 2007; Ziran, 
2007). 
 
Chen et al., (2006 und 2007) die sowohl für BMP-2 als auch BMP-7 eine statistisch 
signifikante Osteogenese im infizierten Defektareal des Kaninchenfemurs histologisch 
und radiologisch nachwiesen, bestätigten mit ihrem Tiermodell, im Vergleich zu der 
vorliegenden Studie, den Nutzen einer in der gängigen klinischen Praxis obligaten 
Revisionsoperation mit ausgedehntem Débridement im Rahmen von etablierten 
knöchernen Infektionen (Govender et al., 2002; Mouzopoulos et al., 2011; Trampuz 
und Zimmerli, 2006). Darüber hinaus bestätigten sie die Verabreichung einer 
prolongierten systemischen Antibiotikatherapie, da es unter zusätzlicher Gabe von 
Ceftriaxon s.c. für vier Wochen zu einer weiter verstärkten Osteogenese kam, obwohl 
Ceftriaxon weder aktuell zur Therapie von Knocheninfektionen empfohlen wird, noch in 
Kombination gegeben wurde (Spellberg und Lipsky, 2012). Zudem entspricht auch die 
zeitlich begrenzte Gabe von vier Wochen nicht aktuellen Empfehlungen, die eine 
Anwendung über vier Wochen hinaus nahe legen (Rao et al., 2011). 
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Auch in der vorliegenden Studie konnte durch eine Antibiotikaprophylaxe mit Ceftriaxon 
ein positiver Effekt auf die Infektionsentwicklung beobachtet werden. Entwickelte sich 
in der ersten Pilotstudie unabhängig von der Inokulationsdosis bei allen Tieren nach 
genannten klinischen, radiologischen und mikrobiologischen Kriterien eine 
Knocheninfektion, so wies bei 103 KBE in der zweiten Pilotstudie und zusätzlicher 
Gabe von Ceftriaxon (50 mg/kg Körpergewicht s.c.) für 14 Tage kein Tier aus der 
rhBMP-2- Gruppe und ein 1 Tier aus der Kontrollgruppe Zeichen einer 
Knocheninfektion auf. Aufgrund der geringen Gruppengrößen von nur 2 Tieren pro 
Gruppe besteht diesbezüglich nur eine geringe Aussagekraft, zumal bei 
tierexperimentellen Studien die zufällige individuelle Vulnerabilität der einzelnen Tiere 
dieses Ergebnis maßgeblich beeinflusst haben könnte.    
 
4.5 Beeinflussende Faktoren 
 
Verschiedene Faktoren könnten die  Ergebnisse der vorliegenden Studie beeinflusst 
haben. Expression der BMP-Rezeptoren, Interaktion mit BMP-Antagonisten, 
Applikation mittels eines kollagenen Trägermaterials und die sich daraus ergebende 
Freisetzungskinetik, die gewählte rhBMP-2- Dosis, Frakturinstabilität, Angiogenese, 
systemische Antibiotikatherapie, Inokulationsdosis und die bakterielle Adhärenz mit 
Biofilmbildung auf dem Implantat zählen dazu. 
 
Rezeptoren und Antagonisten von BMP-2 
Für die Responsivität des Knochens für BMP-2 in unterschiedlichen Szenarien liegen 
komplementäre Ergebnisse vor. Darüber hinaus sind speziesspezifische 
Expressionsmuster bekannt, die die Transferierbarkeit präklinischer Daten auf klinische 
Beobachtungen einschränken. Kloen et al., (2002) berichteten von einer permanenten 
Expression von BMP-2 und kontinuierlicher Aktivität von BMPR- IA, BMPR- IB und 
BMPR- II bei humanen Pseudarthrosen und verzögerten Frakturheilungen. Hingegen 
war die Rezeptorexpression in einem Rattenmodell für atrophe Pseudarthrosen von 
BMP-2 im Vergleich zur physiologischen Frakturheilung statistisch signifikant geringer 
(Niikura et al., 2006). Von humanen Pseudarthrosen genommene Gewebeproben 
wiesen ebenfalls reduzierte BMP-2 Expressionen auf, die einen Mangel an endogenem 
BMP-2 suggerieren (Fajardo et al., 2009; Kwong et al., 2009). Die vermehrte 
Expression von BMPR- II in einem Rattenmodell für infizierte segmentale 
Femurdefekte konnte durch die Applikation von 200 µg rhBMP-2 noch signifikant 
gesteigert werden (Brick et al., 2009). Für die Expression der BMP-Rezeptoren IA und 
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IB werden im Rahmen von Knocheninfektionen in der Literatur keine Angaben 
gemacht. Erst eine ausreichende Expression der Typ-I Rezeptoren ermöglicht eine 
suffiziente Bindung von BMP-2 an BMPR- II und führt zu einer Osteogenese 
induzierenden Signalkaskade (Liu et al., 1995). 
 
Die physiologische Frakturheilung sieht ein fragiles Gleichgewicht von BMPs und BMP- 
Antagonisten vor. Zur Expression von BMP-Antagonisten im Rahmen von 
Pseudarthrosen liegen komplementäre Ergebnisse vor. Neben einer verminderten 
Expression von BMP-Antagonisten bei atrophen Pseudarthrosen in einem 
Rattenmodell (Niikura et al., 2006) wurde eine unveränderte (Kwong et al., 2009) als 
auch gesteigerte Expression in Gewebeproben humaner Pseudarthrosen (Fajardo et 
al., 2009) nachgewiesen, die auf speziesspezifische Unterschiede hindeuten. Die 
genauen Regulationsmechanismen von BMPs und ihren Antagonisten für 
Pseudarthrosen sind weiterhin unbekannt. Gesichert scheint ein Missverhältnis. So 
konnten Defekte kritischer Größe der Calvaria durch Suppression von Noggin 
beschleunigt konsolidiert werden (Wan et al., 2007). In der Literatur gibt es bisher 
keine ausreichenden Ergebnisse, die eine mögliche Veränderung der Expression von 
BMP-Rezeptoren, der Bindungskinetik von BMPs an ihren Rezeptoren und 
Signaltransduktion für infizierte Frakturen, beschreiben. Die Frage inwieweit BMPs im 
Rahmen akuter Infektionen an osteogenetischem Potenzial einbüßen, kann im Moment 
noch nicht beantwortet werden (Allen et al., 2007).    
 
Pharmakokinetik und Carrier 
Erfolgreiche Pharmakotherapie setzt für gewisse Zeiträume entsprechende Wirkspiegel 
voraus. Unterdosierung führt zu verringerten bis ausbleibenden Effekten. Bei 
Überdosierung kann erwartete Wirkung von unerwünschten toxischen Nebenwirkungen 
negiert werden. Bedingt durch die geringe Halbwertszeit von 60-240 Minuten der 
Wachstumsfaktoren (Zapf et al., 1986; Zionchek et al., 1994) werden ausreichende 
lokale Wirkspiegel von BMPs nur durch Trägermaterialen erreicht (Schmidmaier et al., 
2008). Die gute Biokompatibilität, Bioresorbierbarkeit und Formbarkeit sind Vorteile von 
Kollagen. Durch bovine Schwämme können Krankheiten übertragen und 
immunologische Abwehrreaktionen provoziert werden (Seeherman und Wozney, 
2005). Kollagenschwämme werden dennoch als relativ sicher bewertet (Hiremath et 
al., 2009). Die Herstellung rekombinanter Schwämme ohne diese Nachteile stellt in 
Zukunft vermutlich eine Alternative dar (Haidar  et al., 2009). 
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Die Wirkung von rhBMP-2 appliziert über einen Kollagenschwamm scheint 
speziespezifisch zu sein (Schmidmaier et al., 2002). Boden et al. (1999) wiesen 
daraufhin, dass der Kollagenschwamm für Fusionsmodelle in Kaninchen und Hunden 
geeignet ist, aber im Affenmodell einer posterolateralen Lendenwirbelkörperarthrodese 
versagte. Trotz gegenteiliger Beobachtungen (Azad et al., 2009; Chen et al., 2007; 
Glatt et al., 2009; Lee et al., 2010) könnte das veränderte Szenario einer akut 
infizierten Osteotomie in diesem Modell die Effektivität der Kombination rhBMP-2 und 
ACS beeinträchtigt haben. Die verwendete Konzentration von 2 mg/ml ist durch 
verschiedene Studien (Chen et al., 2006 und 2007) empirisch ermittelt werden. 
Wiemann et al., (2001) berichten für rhBMP-2 über eine halbmaximale 
Rezeptorsättigung von 0,8-2,5 µg/ml und eine vollständige Sättigung bei 8-25 µg/ml. 
Bei höheren rhBMP-2 Konzentrationen ist keine Zunahme der biologischen Effekte zu 
erwarten. Zum einen handelt es sich um in vitro Ergebnisse, zum anderen sind für 
Knocheninfektionen bisher keine publizierten in vivo Daten zur Bindungskinetik von 
BMP-2 an seine Rezeptoren verfügbar, so dass weder eine Unter- noch Überdosierung 
ausgeschlossen werden kann.  
 
Vorausgesetzt der Schwamm konnte sich lange genug mit der rhBMP-2- Lösung 
vollsaugen (Friess et al., 1999), beeinflussen zahlreiche Umstände wesentlich die 
Freisetzungskinetik. Die Kompression des Schwammes durch den vom umgebenden 
Muskelgewebe ausgeübten Druck kann initial zu einer verstärkten unkontrollierten 
Freisetzung von rhBMP-2 führen (Kandziora et al., 2002; Martin et al., 1999). Die 
Aufnahmekapazität kollagener Schwämme ist ph- abhängig. Je niedriger der ph-Wert, 
desto weniger rhBMP-2 kann inkorporiert werden (Friess et al., 1999). Im sauren Milieu 
einer ausgedehnten Knochen- und Weichteilinfektion (Kalbitz und Baum, 2009) ist 
somit eine unkontrollierte Freisetzung denkbar. Exzessive lokale Konzentrationen 
wirken ihrerseits inhibierend auf die Osteogenese (Uludag et al., 2001) und steigern die 
Aktivität von Osteoklasten, so dass eine speziesspezifische Maximaldosis nicht 
überschritten werden sollte (Sampath et al., 1992; Sandhu et al., 1995; Valentin-Opran 
et al., 2002). Nach sieben Tagen ist noch ca. ein Drittel der inkorporierten Menge an 
rhBMP-2 im Schwamm enthalten (Li und Wozney, 2001). In gering vaskularisierten 
Bereichen scheint die lokale Konzentration schneller zu sinken als für eine adäquate 
Induktion der Osteogenese optimal wäre (Geiger et al., 2003). Für drittgradig offene 
Tibiafrakturen könnten sich Träger mit konstanter Freisetzung über längere Zeiträume 
als vorteilhaft erweisen, da Osteoblasten zudem auf Schwankungen des rhBMP-2 
Spiegel mit verminderter Osteogenese reagieren (Katagiri et al., 1994). 
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Stämme von Staphylococcus aureus können über spezifische Oberflächenrezeptoren 
zur Bindung an Kollagen verfügen (Speziale et al., 1986). Die Kolonisierung des 
Kollagenschwammes könnte einerseits die Freisetzungskinetik von rhBMP-2 negativ 
beeinflusst haben und andererseits die Infektion bis zur vollständigen Resorption des 
Schwammes von dort aus unterhalten haben. In der klinischen Anwendung besteht 
weiterhin Uneinigkeit über Höhe der Dosis, Auswahl des Trägermaterials und die 
Veränderung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen im Kontext verschiedener Mikromilieus 
(Kanakaris et al., 2007). 
 
Osteosynthese 
In diesem Modell wurde die osteotomierte Tibia ohne Aufbohrung des Markkanals mit 
einer Kanüle als intramedulläres Implantat stabilisiert. Bis heute wird für offene 
Tibiafrakturen die aufgebohrte gegen die unaufgebohrte Marknagelung kontrovers 
diskutiert.  
Nachteile der aufgebohrten Technik sind die Verlängerung der Operationszeit, höherer 
Blutverlust, thermische Schädigung der Kortikalis und Einschwemmung thrombogenen 
Materials (Hupel et al., 1998; Keating et al., 1997; Pape et al., 1992; Pape et al., 1996; 
Rhinelander 1974; Sturmer und Schuchardt, 1980; Wenda et al., 1988). Auf Grund 
dieser Ergebnisse wurde ein beträchtlich höheres Infektionsrisiko angenommen. Die 
zusätzliche Schädigung der Vaskularität kann die Knochenvitalität gefährden. Darüber 
hinaus kann in den Blutkreislauf eingepresstes Knochenmark die Lungenfunktion 
beeinträchtigen. Offene Frakturen galten bis vor einigen Jahren als absolute 
Kontraindikation für aufgebohrte Marknagelung (Gustilo et al., 1990; Klemm und 
Borner, 1986), da 90% der Traumapatienten Fettemboli haben. Davon werden 1-5 % 
durch eine eingeschränkte Lungenfunktion manifest (Giannoudis et al., 2006b). Die 
Entwicklung pulmonaler Komplikationen scheint aber mehr abhängig von der Schwere 
der pulmonalen Verletzung als von der Art der Stabilisierung zu sein (Bone et al., 
1998). Neuere Studien und Metaanalysen (Bhandari et al., 2001 und 2008a; 
Finkemeier et al., 2000; Keating et al., 1997), die zum Teil die 1200 Patienten 
umfassende S.P.R.I.N.T.- Studie (study to prospectively evaluate reamed 
intramedullary nails in patients with tibial fractures) von Bhandari et al. (2008b) 
einbeziehen, favorisieren für geschlossene Tibiaschaftfrakturen den aufgebohrten 
Marknagel und für offene Tibiaschaftfrakturen die Implantation eines unaufgebohrten 
Marknagels. Die aufgebohrte Marknagel ist bei offenen Tibiafrakturen tendenziell mit 
mehr Komplikationen, wie Reoperationen, Knocheninfektionen und postoperativen 
Kompartmentsydromen assoziiert, als der in unaufgebohrter Technik implantierte 
Tibiamarknagel. 
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Auch in der vorliegenden Studie könnte die fehlende Verriegelung der in 
unaufgebohrter Technik eingebrachten Implantate bei unmittelbarer postoperativer 
Belastung der operierten Extremität die Entwicklung einer Instabilität begünstigt haben. 
Das intramedulläre Implantat sieht wegen seines geringen Außendurchmessers von 
0,8 mm keine Möglichkeit zur Verriegelung vor. Trotz manueller Überprüfung ist eine 
subklinische Rotationsinstabilität möglich. Rattentibiae sind im Gegensatz zu 
menschlichen Tibiae diaphysär stärker antecurviert. Das erschwert nicht nur die 
Insertion, sondern reduziert auch den festen Kontakt des K-Drahtes. Wesentliche 
Kontaktflächen sind im Bereich der proximalen und distalen Tibiametaphyse. 
Diaphysär kann theoretisch eine übermäßige Bewegung der Knochenenden 
gegeneinander auftreten, so dass gebildeter Kallus den Knochenspalt nicht 
überbrücken kann. Eine hypertrophe Pseudarthrose entsteht (Den Boer et al., 2002; 
Frost, 1989; Krötz et al., 2004; Rüter und Mayr, 1999; Schweiberer et al., 1999). 
Besteht zusätzlich eine Infektion wird Knochen resorbiert. Resultat ist eine sekundäre 
Instabilität, die die Infektion aufrecht erhält und die Entwicklung einer infizierten 
Pseudarthrose vorantreibt (Den Boer et al., 2002; Worlock et al., 1994). Dieser circulus 
vitiosus aus Infektion und Instabilität kann in der Regel nur operativ durch Resektion 
infizierten fibrösen Ersatzgewebes und mechanischer Stabilisierung durchbrochen 
werden (Einhorn, 1999; Marsh, 1998; Rüter et al., 1999; Schweiberer et al., 1999). 
 
Als Zeichen erhöhter Materialbeanspruchung bei mechanischer Instabilität zeigten die 
Röntgenbilder der infizierten Tiere zum Abschluss des Beobachtungszeitraumes nach 
42 Tagen deutlich verformte Implantate. Da Röntgenbilder nur postoperativ und nach 
42 Tagen angefertigt wurden, lässt sich nicht mehr feststellen, ob nach Implantation 
sich das Implantat zuerst gelockert und die Infektion begünstigt hat, oder die 
angehende Infektion durch Knochenresorption das Implantat gelockert hat. Möglich ist 
auch die Kombination von beidem.  
Dieses Modell kann trotz manueller Prüfung auf Rotationsstabilität und postoperativer 
radiologischer Lagekontrolle des eingebrachten K-Drahtes keine absolute Fixation der 
zwei Knochenteile garantieren, insbesondere bei sofortiger Belastung der operierten 
Extremität. Ein circulus vitiosus aus Instabilität und Infektion könnte ebenfalls die 
Effekte von rhBMP-2 auf die Konsolidierung des knöchernen Defektes verschmälert 
haben. Eine unmittelbare Vergleichbarkeit der Ergebnisse dieser Studie mit den 
Ergebnissen von Chen et al. (2006 und 2007), die über positive Effekte von BMPs auf 
die knöcherne Konsolidierung chronisch infizierter segmentaler Femurdefekte 
berichten, ist nicht gegeben. Diese Arbeitsgruppe verwendete statt eines 
intramedullären Kraftträgers eine Plattenosteosynthese. Darüber hinaus wurde analog 
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zur klinischen Routine infiziertes fibröses Ersatzgewebe reseziert und bei eingetretener 
Instabilität die Osteosynthese erneuert. 
 
Rasterelektronenmikroskopische Bilder und die mikrobiologische Untersuchung für in 
dieser Studie verwendete intramedulläre Kraftträger ergab eine bakterielle Besiedlung 
über die gesamte Länge des Implantates. Das intramedulläre Implantat mag einen 
Leitschieneneffekt und die Genese der Infektion akzeleriert haben. Carrier begrenzen 
die Effekte von Wachstumsfaktoren auf unmittelbar umgebendes Gewebe. Der 
Kollagenschwamm mit rhBMP-2 wurde diaphysär aufgebracht. Ferner ist es denkbar, 
dass nach vollständiger bakterieller Besiedlung des Implantates rhBMP-2 keine 
Fernwirkung auf die Knocheninfektion im metaphysären Bereich entwickelt hat und die 
Infektion von dort aus unterhalten wurde.  
 
Implantat-assoziierte Knocheninfektion 
Der Schlüssel einer Implantat-assoziierten Infektion liegt auf zellulärer Ebene. Sie 
entstehen als Resultat bakterieller Adhäsionen auf der Implantatoberfläche 
(Vacheethasanee und Marchant, 2000). Dies geschieht in zwei Phasen. In der ersten 
Phase binden die Bakterien innerhalb von zwei Stunden. Verantwortlich dafür sind 
Van-der-Waals-Kräfte und elektrostatische Anziehung. Nach vier bis fünf Stunden, in 
Phase 2, gehen die Bakterien durch spezifische chemische Reaktionen eine 
irreversible molekulare Bindung mit der Oberfläche des Implantates ein. Dies gelingt 
durch Polysaccharide und Adhäsine auf und innerhalb bakterieller Zellmembranen (An 
und Friedman, 1998). Einige Stämme besitzen die Fähigkeit, circa 24 Stunden nach 
irreversibler Bindung an das Implantat, Exopolysaccharide zu bilden. Diese 
Polysaccharide machen die Eigenschaften des Biofilms aus. Er bietet Schutz vor 
Antibiotika, Phagozyten, Antikörpern, (Vacheethasanee und Marchant, 2000) und 
kompromittiert die frakturtypischen Revaskularisationsvorgänge durch den Wirt (An 
und Friedman, 1998). Eine vergleichbare bakterizide Wirkung von Antibiotika würde 
eine, für den Wirtsorganismus nicht mehr tolerierbare, Erhöhung der Dosis um das 
1000-fache erfordern (Smith, 2005). Nach Implantation konkurriert die Osteointegration 
des Synthesematerials mit der bakteriellen Adhäsion auf der Oberfläche (Gristina, 
1987; Gristina et al., 1988).  
 
Langfristig erfolgreiche Osteointegration und Knochenheilung gelingt nur, wenn in 
einem Zeitkorridor von circa sechs Stunden nach Implantation die Biofilmbildung 
verhindert wird (Poelstra et al., 2002). RhBMP-2 besitzt keine bakterizide Wirkung. Die 
signifikant geringeren Infektionsraten (Govender et al., 2002) durch rhBMP-2/ACS 
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lassen sich folgendermaßen erklären. BMPs wirken chemotaktisch, auch auf 
Monozyten. Monozyten phagozytieren Bakterien und initiieren immunologische 
Abwehrreaktionen durch Rezeptorkontakt mit T- und B- Zellen. Monozyten sind durch 
Sezernierung zahlreicher Wachstumsfaktoren an der Angiogenese beteiligt (Termaat et 
al., 2005). Zudem werden Osteoblasten angeregt Interleukin 6 zu produzieren (Zheng 
et al., 1994). IL-6 ist der stärkste bekannte Stimulus zur Produktion von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber, zu denen auch das C-reaktive Protein (CRP) gehört. CRP ist 
ein Opsonin und Opsonine sind integraler Bestandteil des unspezifischen 
Immunsystems. Die Bindung an bestimmte häufige extrazelluläre 
Polysacchariddomänen von Bakterien aktiviert das alternative Komplementsystem und 
führt zur Lyse der Zelle (Tillet und Francis, 1930). In der Literatur sind bisher noch 
keine Studien zur Quantifizierung der BMP-2 vermittelten antimikrobiellen Effekte 
vorhanden. 
 
Ein weiteres Wirkprinzip ist die parallel zur verstärkten Osteogenese gesteigerte 
Angiogenese. BMP-2 erhöht dosisabhängig die Expression von VEGF-A in 
Osteoblasten (Deckers et al., 2002). Osteogenese ist also obligat mit Angiogenese 
gekoppelt (Deckers et al., 2002; Street et al., 2002). Die Angiogenese ist aber nicht 
ausschließlich an vitale knochenspezifische Zellen geknüpft (Moutsatsos et al., 2001; 
Ramoshebi und Ripamonti, 2000). Auch Endothelzellen werden dazu aktiviert 
(Langenfeld und Langenfeld, 2004). Frühzeitige Revaskularisierung bedeutet 
theoretisch erhöhte Antibiotikakonzentrationen, Sauerstoffpartialdrücke, verbessertes 
Substratangebot und verstärkte Chemotaxis über die neugebildeten Gefäße. Folge 
wäre eine effektivere Infektionseradikation und beschleunigte Osteogenese durch 
bessere Oxygenierung (Allen et al., 2007). Dies könnte, neben dem radikalen 
Wunddébridement, die bereits erwähnte vermehrte Knochenbildung im 
Osteotomiespalt eines infizierten segmentalen Femurdefektes, wenn zusätzlich 
rhBMP-2 oder rhBMP-7 appliziert wurde (Chen et al., 2006 und 2007), erklären. 
Anderes Osteosyntheseverfahren und zum Teil anderer Wachstumsfaktor mit anderem 
Dosis-Wirkungsprofil machen direkte Vergleiche mit den Ergebnissen dieser Studie 
unmöglich. Bemerkenswert ist, dass sowohl durch rhBMP-2, als auch rhBMP-7, keine 
einzige knöcherne Konsolidierung zu erzielen war. Dennoch ist die Veränderung des 
osteogenetischen Potenzials von BMP-2 und BMP-7 durch eine akute Infektion 
möglicherweise unterschiedlich stark beeinflusst. 
 
Eine plausible Erklärung für die Ergebnisse dieser Studie stellt die fulminante 
Entwicklung der Infektion dar. Staphylokokken können innerhalb von 24 Stunden eine 
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maximalst mögliche Kolonieanzahl auf einer Implantatoberfläche erreichen (Barth et 
al., 1988) und so frühzeitig die Effekte der durch rhBMP-2 verstärkten Angiogenese 
und Osteogenese negiert haben. Dieser Umstand wird vermutlich durch die hohe 
Inokulationsdosis von 104 KBE in der Hauptstudie verstärkt, die auch um ethischen 
Ansprüchen gerecht zu werden, einen Kompromiss zwischen sicherer Induktion der 
Infektion zur Reduktion der Anzahl benötigter Tiere und Beurteilbarkeit der Effekte von 
rhBMP-2 darstellt. Durch das in der Klinik obligate Débridieren und Spülen der Wunde, 
erscheint im Vergleich zu dieser Studie die verwendete Inokulationsdosis von 10000 
KBE eines Staphylococcus aureus Stammes verhältnismäßig hoch.  
 
Die gewählte systemische Antibiose mit Ceftriaxon gewährleistet eine gewisse 
Vergleichbarkeit mit anderen präklinischen BMP- Studien (Chen et al., 2006 und 2007) 
– entspricht aber nicht den anerkannten EAST- Richtlinien zur Infektionsprophylaxe bei 
offenen Tibiafrakturen. Empfohlen wird für kontaminierte drittgradig offene Frakturen 
ein Cephalosporin der zweiten Generation (z.B. Cefuroxim) gegen grampositive und 
ein Aminoglykosid (z.B. Gentamicin) gegen gramnegative Bakterien. Die 
antimikrobielle Potenz dieser Kombination wir durch den synergistischen 
Wirkmechanismus noch verbessert. Zudem wirken Aminoglykoside gegen Penicillin-, 
Cephalosporin- und Methicillin-resistente Staphylokokken. Für Ceftriaxon als ein 
Drittgeneration- Cephalosporin besteht wegen zu geringer Potenz gegen grampositive 
Kokken keine Empfehlung (Hoff et al, 2011; Luchette et al., 1998). Es bleibt spekulativ, 
ob unter einer Kombinationsantibiotikaprophylaxe die Effekte von rhBMP-2 mehr zum 
Tragen gekommen wären. Eine Differenzierung zwischen Antibiotika- und BMP-2- 
Effekt wäre bei erfolgreicher knöcherner Defektheilung und Abwesenheit von 
Infektionszeichen problematisch, und ginge darüber hinaus zu Lasten der 
Vergleichbarkeit mit anderen tierexperimentellen Studien (Chen et al., 2006 und 2007). 
 
Hochrasanztraumata, die zu offenen Frakturen mit ausgeprägten Weichteilschäden 
führen, sind besonders abhängig von einer Revaskularisierung (Dickson et al., 1994; 
Dickson et al., 1995; Sluzalek et al., 2004). Eine durch bakterielle Infektion ineffektive 
Revaskularisierung behindert die Osteogenese und mündet in ausbleibender 
Frakturheilung (Patzakis und Zalavras, 2005). Ein Großteil der humanen 
mesenchymalen Stammzellen ist im Gewebe um den Knochen lokalisiert (Bianco und 
Riminucci, 2001; Jaiswal et al., 1997; Nakase et al., 1994; Sekiya et al., 2002; Urist, 
1965). Die Destruktion des Weichteilmantels könnte auch in dieser Studie zu einem 
Mangel an rekrutierbaren Stammzellen geführt haben und das Ausbleiben einer 
effektiven Osteoinduktion erklären (Kwong und Harris, 2008). Dies wird durch die 
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Tatsache verstärkt, dass anhaltende Hypoxie zu einer Reduktion des osteogenetischen 
Potentials mesenchymaler Stammzellen führt (Potier et al., 2007). 
 
 
Zusammenfassung 
Zusammenfassend konnten in dieser Studie 200 µg rhBMP-2, in einer Konzentration 
von 2 mg/ml, im Vergleich zur rhBMP-2- freien Behandlung, weder das klinische und 
radiologische Ergebnis bakteriell kontaminierter Tibiaschaftosteotomien verbessern, 
noch statistisch signifikant die biomechanische Torsionssteifigkeit erhöhen. Die 
Prävention einer Infektion schlug fehl. Es zeigte sich eine statistisch signifikante 
Reduktion der Bakterienlast pro Gramm Knochen durch rhBMP-2 im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Ungenaue Kenntnis der zellulären Regulationsmechanismen zwischen 
BMP-2, seinen Rezeptoren und Antagonisten, Unsicherheiten hinsichtlich Dosierung, 
Trägermaterial und Freisetzungskinetik, sowie möglicherweise insuffiziente Fixierung 
der Knochenenden können im Rahmen einer sich entwickelnden Knochen- und 
Weichteilinfektion zusätzlich das Outcome negativ beeinflusst haben. Dennoch scheint 
die anhaltende Infektion, in Unkenntnis der genauen zellulären Mechanismen, die 
osteoinduktiven Effekte von rhBMP-2 gehemmt zu haben. Fazit dieser Studie: Für die 
optimale klinische Anwendung von rhBMP-2 sind bakterienfreie Operationsfelder 
anzustreben. 
 
4.6 Ausblick 
 
Offene Frakturen langer Röhrenknochen sind immer noch mit einer hohen 
Komplikationsrate assoziiert. Besonders schwerwiegend sind Infektionen, die zu 
infizierten Pseudarthrosen führen. Weitere Eingriffe sind dann meist nicht zu 
verhindern. Ultima Ratio bleibt bei vitaler Bedrohung und nicht beherrschbaren 
Knochen- und Weichteilinfektionen die Amputation. Ziel muss es sein, Infektionen bei 
offenen kontaminierten Frakturen zu verhindern, nicht nur um Morbidität und Mortalität 
zu senken, sondern auch um medizinische Kosten zu reduzieren und 
volkswirtschaftlichen Schaden abzuwenden. Eine Möglichkeit stellen, rekombinant 
hergestellte, körpereigene Wachstumsfaktoren dar, zu denen auch BMP-2 gehört. Sie 
spielen eine wichtige Rolle bei komplexen Vorgängen der Reparatur und Regeneration 
von Geweben und können essentielle Prozesse der Knochenbruchheilung, wie 
Chemotaxis, Angiogenese, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose 
beschleunigen.  
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In dieser Studie ergaben sich keine Vorteile für die adjuvante Anwendung von rhBMP-2 
bei kontaminierten Tibiaschaftosteotomien. Vom biomedizinischen Standpunkt besteht 
die dringende Notwendigkeit die zellulären Regulationsmechanismen der 
Knochenheilung genauer zu verstehen, um die Erkenntnisse pharmakologisch zu 
nutzen. Zudem müssen die Ursachen für mangelnde Responsivität von BMPs im 
Rahmen akuter Infektionen aufgeklärt werden. 
Therapeutischer Nutzen könnte auch in der Antagonisierung negativer 
Rückkopplungsschleifen liegen, mit dem Ziel einer bewussten Hyperstimulation 
reparativer Vorgänge. So könnte ein Marknagel mit der Kombination rhBMP-2, VEGF, 
IGF-I und BMP-Antagonistinhibitor beschichtet sein. Auf den Kollagencarrier kann 
dabei verzichtet werden. Zudem stellt die Entwicklung neuer Oberflächen mit anderen 
physikalischen Eigenschaften eine Möglichkeit dar, die initiale unspezifische Bindung 
von Bakterien zu verhindern. Darüber hinaus ist das Osteosyntheseprinzip der 
intramedullären Stabilisierung noch nicht ausgereizt. Erste vielversprechende 
Ergebnisse liegen für intramedulläre Fixatoren vor, die das Prinzip des Marknagels mit 
dem der winkelstabilen Platte kombinieren (Horn et al., 2009). Langfristiges Ziel ist die 
Frakturheilung durch ein breit gefächertes Angebot verschiedener Wachstumsfaktoren 
und Osteosyntheseverfahren dem klinischen Szenario individuell angepasst zu 
stimulieren. Das Fernziel ist ein „biofunktionalisiertes“ Osteosynthesematerial mit 
antibakteriellen, osteoinduktiven und osteokonduktiven Eigenschaften zur Reduktion 
von Komplikationen und Verbesserung der Behandlunsgergebnisse von Patienten mit 
offenen Unterschenkelfrakturen. 
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Infektionen und insbesondere infizierte Pseudarthrosen sind mit erheblich reduzierter 
Lebensqualität und enormen Kosten für die Gesundheitssysteme verbunden und 
gehören zu den herausforderndsten Krankheitsbildern in Orthopädie und 
Unfallchirurgie.  
In vivo Studien sind ein entscheidender Schritt um neue Strategien zur Prophylaxe und 
Behandlung von infizierten Pseudarthrosen zu entwickeln. Das Ziel dieser Arbeit ist die 
Beurteilung der Effekte von rekombinantem humanen Bone Morphogenetic Protein 2 
(rhBMP-2) auf die Infektentwicklung und Knochenbruchheilung, im Rahmen eines 
Tiermodells, bei Tibiaschaftosteotomien, die mit einem Staphylococcus aureus Stamm 
kontaminiert wurden. 
 
Dazu wurden die Rattentibiae osteotomiert, mit einem intramedullären Implantat 
stabilisiert und anschließend mit einem biofilmbildenden Staphylococcus aureus 
Stamm, bezeichnet als EDCC 5055 (Eugen Domann Culture Collection, Institut für 
Medizinische Mikrobiologie des Universitätsklinikums Gießen) kontaminiert. Nach 42 
Tagen wurde die klinische Untersuchung, Bildgebung in Form von Röntgen und Mikro-
CT, mikrobiologische Auswertung, biomechanische Testung und 
Rasterelektronenmikroskopie zur Beurteilung von Infektion und Knochenheilung 
durchgeführt.  
Die Pilotstudie diente zur Etablierung des Tiermodells mittels drei verschiedener 
Inokulationsdosen (103, 105 und 107 koloniebildende Einheiten (KBE)) ohne oder mit 
systemischer Antibiotikaprophylaxe (Ceftriaxon; 50 mg/kg Körpergewicht s.c.), so dass 
in der Hauptstudie unter Verwendung von 104 KBE zur Untersuchung der Effekte von 
rhBMP-2 zuverlässig eine diaphysäre Implantat-assoziierte infizierte 
Tibiapseudarthrose induziert wurde. 
In der Hauptstudie erhielten die Tiere der Versuchsgruppe additiv einen mit 200 µg 
rhBMP-2, in einer Konzentration von 2 mg/ml, versetzten absorbierbaren 
Kollagenschwamm, der direkt auf die kontaminierte Osteotomie appliziert wurde. In 
Analogie zu ähnlichen experimentellen Studien wurde eine prolongierte systemische 
Antibiotikaprophylaxe mit Ceftriaxon über 14 Tage durchgeführt.  
Nach 42 Tagen wiesen 90,9% der Tiere beider Gruppen deutliche klinische und 
radiologische Zeichen einer infizierten Pseudarthrose auf. Im Mikro-CT bestätigten sich 
eindrucksvoll Knochendestruktionen, Knochensequester, 
Knochensequesterformationen und kortikale Lysen als Zeichen der infizierten 
Pseudarthrose. In der rhBMP-2- Gruppe war die Bakterienlast statistisch signifikant 
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geringer (1,6•104 KBE/g Knochen) als in der Kontrollgruppe (28,4•104 KBE/g Knochen; 
p=0,03). In der Rasterelektronenmikroskopie zeigten sich Biofilmformationen über die 
gesamte Länge der explantierten Marknägel. Für die biomechanische Testung ergab 
sich keine statistisch signifikant erhöhte Torsionssteifigkeit für die Tiere mit rhBMP-2 im 
Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe. 
 
Zusammenfassend verbesserte rhBMP-2 in dieser Studie nicht statistisch signifikant 
die klinischen, radiologischen und biomechanischen Ergebnisse, mit Staphylococcus 
aurues, kontaminierter und osteotomierter Rattentibiae. Die persistierende Infektion 
scheint die osteoinduktiven Effekte von rhBMP-2 supprimiert zu haben. Weitere 
Forschung ist nötig, um die zellulären Interaktionsmechanismen von BMP-2 zu 
untersuchen und seine klinische Anwendung, beispielsweise im Rahmen akuter 
Infektionen, zu verbessern. Deshalb lautet das Fazit dieser Studie, dass für die 
klinische Anwendung von rhBMP-2 ein bakterienfreier Operationssitus anzustreben ist. 
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Infections and especially infected nonunions are one of the most challenging situations 
in orthopaedic and orthopaedic trauma surgery with tremendous impact on the patients’ 
quality of life and enormous costs for the health care system.  
 
In vivo studies are a decisive step for developing new strategies to improve prophylaxis 
and treatment of infected nonunions. The aim of this study was to assess the effects of 
recombinant human bone morphogenetic protein 2 (rhBMP-2) on the infection 
development and fracture healing in an animal model for tibial shaft osteotomies 
contaminated with a Staphylococcus aureus. 
 
The tibia midshaft of rats was ostetomized and stabilized with an intramedullary implant 
followed by contamination of the osteotomy with a biofilm producing Staphylococcus 
aureus, termed EDCC 5055 (Eugen Domann Culture Collection, Institute of Medical 
Microbiology, University Hospital Gießen, Germany). After 42 days clinical 
examination, X-ray, micro-CT scanning, microbiological evaluation, biomechanical 
testing and scanning electron micrography were performed to assess infection and 
bone healing.  
The pilot study served to establish the animal model using three different bacteria 
inoculation doses (103, 105 and 107 colony forming units (CFUs)) with or without 
systemic antibiotic prophylaxis (Ceftriaxon; 50 mg/kg body weight s.c.) leading reliably 
to an implant-associated infected diaphyseal nonunion of the tibia when 104 CFUs 
were used in the main study to assess the effects of rhBMP-2. 
In the main study the animals of the experimental group received additively 200 µg of 
rhBMP-2, in a concentration of 2 mg/ml, on an absorbable collagen sponge which was 
applied directly to the contaminated osteotomy. According to similar studies, a 
prolonged systemic antibiotic prophylaxis with Ceftriaxone was administered for 14 
days. 
 
After 42 days, 90.9% of the animals in both groups showed clear clinical and 
radiological signs of infected nonunions. Micro-CT scans confirmed bone destruction, 
bone sequesters, bone sequester formations and cortical lysis as an impressive sign 
for infected nonunions. In the rhBMP-2 group the bacterial load was statistically 
significant lower (1.6•104 CFUs/g bone) than in the control group (28.4•104 CFUs/g 
bone; p=0.03). Scanning electron microscopy showed biofilm formations on the surface 
over the entire length of the explanted nails. Torsional stiffness testing revealed no 
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statistical significant increased mechanical resistance for animals of the rhBMP-2 group 
compared to the control group.  
 
In summary, rhBMP-2 did not improve statistically significant the clinical, radiological 
and biomechanical results in this study for Staphylococcus aureus contaminated tibial 
shaft osteotomies in rats. The ongoing infection seemed to hamper the osteoinductive 
effects of rhBMP-2. Further research should focus on the cellular interactions of BMP-2 
to improve its use in clinical applications like acute infections. The conclusion of this 
study is to achieve bacteria-free surgical sites for the use of rhBMP-2. 
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ACS   Absorbable Collagen Sponge 
API   Analytischer-Profil-Index 
AO   Arbeitsgemeinschaft für Osteosynthesefragen 
a. -p.   anterior-posterior 
ATLS   Advanced Life Trauma Support 
BESST  BMP-2 Evaluation in Surgery for Tibial Trauma 
BHI   brain heart infusion 
BMP-2   Bone Morphogenetic Protein 2 
BV   bone volume 
ca.   circa 
CRP   C-reaktives Protein 
EDCC   Eugen Domann Culture Collection 
G   Gauge 
GDF   Growth and Differentiation Factor 
IGFs   insulin-like growth factors 
Ihh   Indian hedgehog 
IL-6   Interleukin 6 
KBE   koloniebildende Einheiten 
KNS   Koagulase- negative Staphylokokken 
KG   Körpergewicht 
kg   Kilogramm 
K-Draht  Kirschner- Draht 
Konz.   Konzentration 
kV   Kilovolt 
Nm    Newtonmeter  
mg   Milligramm  
mm   Millimeter 
ms   Millisekunden 
MRSA   Methicllin-resistenter Staphylococcus aureus 
MSCs   mesenchymale Stammzellen 
MSCRAMM  microbial surface components recognising adhesive matrix  
molecules 
PRDC   protein related to Dan and Cerebrus 
REM   Rasterelektronenmikroskopie 
rhBMP-2  rekombinantes humanes Bone Morphogenetic Protein 2 
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rhBMP-7  rekombinantes humanes Bone Morphogenetic Protein 7 
S. aureus  Staphylococcus aureus 
s.c.   subkutan 
TGF-β   transforming growth factor 
TV   tissue volume 
upm   Umdrehungen pro Minute 
USAG   uterine sensitization associated gene 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
º C   Grad Celsius 
µCT   Micro- Computertomographie 
µm   Mikrometer 
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